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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Raziskave modelnih nevretenčarjev predstavljajo pomemben pristop k ugotavljanju vpliva 
abiotskih in biotskih stresorjev (npr. mikroorganizmi ali njihove komponente, kemikalije, 
umetni oziroma naravni delci) na organizem. Za spremljanje odziva organizma po in vivo 
izpostavitvi stresorju pa v zadnjem času prednjačijo predvsem metode za merjenje 
sprememb na nivoju procesov, povezanih z imunskim sistemom (Auguste in sod., 2020a,b; 
Canesi in Procházová, 2013; Canesi in sod., 2015; Charles in Killian, 2015; Hong in sod., 
2017; Liu in sod., 2019; Qyli in sod., 2020; Roubalová in sod., 2015; Zhou in sod., 2018). 
Ključna naloga imunskega sistema je namreč razlikovanje med lastnim in tujim ter 
oblikovanje ustreznega odgovora na potencialne grožnje, ki bi lahko ogrozile notranje 
ravnovesje ali pa povzročile poškodbe ter smrt organizma. 
 
V okoljskih študijah se posamezne komponente, ki so neposredno ali posredno vpletene v 
delovanje imunskega sistema (v nadaljevanju imunski parametri), vse bolj uporabljajo kot 
orodje za ocenjevanje stanja oziroma odziva poskusnega organizma po izpostavitvi 
onesnažilu (Boraschi in sod., 2020; Canesi in Procházová, 2013; Le Moullac in Haffner, 
2000; Matozzo in Gagné, 2016; Moreno-García in sod., 2013). Najpogosteje merjeni 
parametri v hemolimfi modelnih nevretenčarskih organizmov so tako sledeči: gostota 
hemocitov (THC, ang. total haemocyte count) in diferencialna gostota hemocitov (DHC, 
ang. differential haemocyte count), viabilnost hemocitov, fenoloksidazna (PO, ang. 
phenoloxidase) aktivnost, fagocitotska aktivnost, koncentracija dušikovih oksidov (NO) ter 
aktivnost superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), alfa-2 makroglobulina (A2M), 
poleg slednjih pa tudi aktivnost esteraz (Matozzo in sod., 2011; Qyli in sod., 2020; Revel in 
sod., 2018; Shi in sod., 2020; Wu in sod., 2019; Yue in sod., 2010).  
 
Glavna in ključna ovira pri uporabi imunskih parametrov v okoljskih raziskavah je predvsem 
pomanjkanje znanja o celicah in procesih, povezanih z imunskim sistemom pri izbranih 
poskusnih organizmih (Canesi in Procházková, 2013). V tem kontekstu je pomembno 
poznati (i) referenčne vrednosti merjenih imunskih parametrov pri kontrolnih organizmih, 
gojenih v laboratorijskih pogojih, in (ii) razumeti, kako se določeni imunski parametri 
odzovejo na stres ter kaj ta sprememba pomeni. Tako so recimo simptomatske okužbe 
poskusnega organizma s patogeni, ki so prisotni v naravnem okolju, dober model za 
preučevanje in razumevanje odziva imunskega sistema in sprememb na nivoju imunskih 
parametrov. 
 
Kopenski rak enakonožec vrste Porcellio scaber (navadni prašiček) je uveljavljen modelni 
organizem z dobro poznano anatomijo, fiziologijo in razvojem (Mrak in sod., 2014, 2015; 
Bogataj in sod., 2018, 2019; Milatović in sod., 2010) ter izjemno toleranco na različna 
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onesnažila v okolju, zaradi česar se uporablja kot testni organizem v fizioloških in 
ekotoksikoloških raziskavah (Van Gestel in sod., 2018). Prirojeni imunski sistem in z njim 
povezani procesi v hemolimfi P. scaber še niso povsem raziskani, zato je poznavanje 
sprememb na nivoju imunskih procesov ključnega pomena za nadaljnjo uporabo in 
interpretacijo rezultatov v okoljskih raziskavah. 
  
1.2 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je optimizacija metod za spremljanje z imunostjo povezanih 
procesov v hemolimfi navadnega prašička Porcellio scaber. Z različnimi mikroskopskimi 
tehnikami želimo v hemolimfi kontrolnih (v nadaljevanju asimptomatski) P. scaber opisati 
različne tipe hemocitov, njihovo morfologijo in ultrastrukturo. Oceniti želimo referenčne 
vrednosti celičnih in humoralnih parametrov v hemolimfi asimptomatskih P. scaber ter jih 
primerjati z vrednostmi P. scaber s simptomatsko bakterijsko (Rhabdochlamydia 
porcellionis) in virusno (iridovirus IIV-31) okužbo. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
1) V hemolimfi navadnega prašička Porcellio scaber so prisotni trije glavni tipi 
hemocitov, ki se medsebojno ločijo po velikosti, razmerju med jedrom in citoplazmo 
in prisotnosti ter gostoti citoplazemskih granul. 
 
2) Kombinacija mikroskopskih tehnik omogoča pridobivanje različnih informacij o 
morfologiji in ultrastrukturi hemocitov P. scaber. DIC mikroskopska tehnika je hiter 
in zanesljiv pristop za spremljanje različnih tipov hemocitov v svežih vzorcih 
hemolimfe. 
 
3) Z ustrezno optimizacijo protokolov in pogojev merjenja obstoječe biokemijske 
metode določanja humoralnih parametrov, ki so bile prvotno uporabljene pri drugih 
nevretenčarjih omogočajo merjenje parametrov v hemolimfi iz posameznih osebkov 
P. scaber. 
 
4) Vrednosti parametrov, merjenih v hemolimfi P. scaber s simptomatsko bakterijsko 
Rhabdochlamydia porcellionis in iridovirusno IIV-31 okužbo, se razlikujejo od 
asimptomatskih živali. Zato so izbrani celični in humoralni parametri primerni in 
občutljivi biološki markerji za spremljanje procesov, povezanih z imunostjo v 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 KOPENSKI RAK ENAKONOŽEC Porcellio scaber 
 
Enakonožci (Isopoda) so raznolika skupina rakov valilničarjev (Peracarida) znotraj 
obsežnega razreda višjih rakov (Crustacea, Malacostraca), ki poseljuje ekološko raznolika 
okolja, npr. slane in celinske vode ter tudi kopno. Med kopenskimi raki enakonožci ali 
mokricami (Oniscidea) je navadni prašiček Porcellio scaber (Slika 1) med najpogostejšimi 
predstavniki te skupine v zmernem pasu (Hornung in sod., 1998, 2011). Poseljuje številne 
kopenske habitate v zmerno toplem pasu, najpogosteje pa se nahaja v vlažnih mikrohabitatih 
oziroma zavetiščih v bližini človeških bivališč, kot npr. v kompostu, listni stelji, pod 
skladovnico drv in kamni (Hornung in sod., 1998; Magura in sod., 2008). V kopenskem 
ekosistemu opravlja pomembno vlogo pri kroženju organskih snovi in energije preko 
drobljenja odmrlih rastlinskih materialov (Zimmer, 2002). Navadni prašiček je zaradi 
preprostega gojenja v laboratoriju, obsežnega znanja o anatomiji, fiziologiji, razvoju 
(Bogataj in sod., 2018, 2019; Dolar in sod., 2020; Milatović in sod., 2010; Mrak in sod., 
2014, 2015) in izjemne tolerance na različna onesnažila postal uveljavljen modelni 
organizem v fizioloških in ekotoksikoloških raziskavah (Drobne in sod., 1997; Van Gestel 
in sod., 2018). 
 
Slika 1: Navadni prašiček Porcellio scaber (Crustacea, Isopoda).
Dolar A. Optimizacija metod za spremljanje procesov, povezanih z imunostjo v hemolimfi enakonožcev. 4 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biološkega izobraževanja, 2021 
 
 
2.2 OBRAMBNI SISTEM RAKOV 
V okolju so organizmi neprestano izpostavljeni tveganju okužbe, ki jo povzročajo patogeni 
mikroorganizmi in paraziti, hkrati pa so izpostavljeni tudi različnim kemikalijam in umetnim 
ter naravnim delcem, ki lahko trajno poškodujejo organizem. Zaradi stalne interakcije z 
omenjenimi biotskimi oziroma abiotskimi dejavniki v okolju so se organizmi v procesu 
evolucije prilagodili in razvili zanesljive obrambne strategije pred patogeni, paraziti in 
drugimi okoljskimi dejavniki (Jiravanichpaisal in sod., 2006; Milutinović in sod., 2016).  
 
Primarna obrambna strategija rakov temelji na vedenjskih prilagoditvah (izogibanju) in 
zunanjem ogrodju s kutikulo, ki zagotavlja fizično in kemično zaščito organizma pred 
mehanskimi poškodbami in hkrati ščiti pred pritrjevanjem in vdorom patogenov ter parazitov 
v telo (Rowley in Powell, 2007; Jiravanichpaisal in sod., 2006). Prebavilo predstavlja 
primarno mesto vdora. Pri P. scaber je prednje in zadnje črevo zaščiteno z debelo kutikulo 
(Bogataj in sod., 2019), ki preprečuje prehod mikroorganizmov, srednje črevo pa nadomešča 
prebavna žleza hepatopankreas, ki ni prekrita s kutikulo, zato tam poteka absorpcija hranil 
(Hames in Hopkin, 1989). Dodatno k obrambi pred mikroorganizmi prispevajo encimi, 
antimikrobni peptidi, reaktivne kisikove zvrsti in nizek pH v prebavilu (Buchon in sod., 
2014; Jiravanichpaisal in sod., 2006). V primeru, da patogeni ali paraziti preidejo prvo linijo 
obrambe gostitelja in vdrejo v telesno votlino (hemocoel), sprožijo kompleksen sistem 
prirojene imunosti, ki zagotavlja takojšen odgovor na vdor patogenov in poškodbe tkiv in 
stremi k ponovni vzpostavitvi notranjega ravnovesja (El-Zayat in sod., 2019). 
 
2.2.1 Imunski sistem 
Vsi nevretenčarji, vključno z raki (Arthropoda, Crustacea), imajo razvit prirojeni imunski 
sistem, medtem ko je pridobljena imunost po do sedaj znanih ugotovitvah izključna domena 
vretenčarjev (Jiravanichpaisal in sod., 2006). Vendar pa nedavne raziskave potrjujejo 
prisotnost imunskega spomina, ki je lastnost pridobljene imunosti, tudi pri nevretenčarjih 
(Melillo in sod., 2018). Prirojeno imunost sestavljata celična in humoralna komponenta, ki 
sta medsebojno močno prepleteni in soodvisni (Hauton, 2012). Prirojeni imunski sistem 
zagotavlja hitro in nespecifično obrambo, ki igra pomembno vlogo pri ohranjanju 
homeostaze in zaščiti pred zunanjimi in notranjimi dejavniki, kot so recimo okužbe s 
patogeni in poškodbe tkiv (Boraschi in sod., 2020; Sheehan in sod., 2018). Krvne celice 
nevretenčarjev ali hemociti v hemolimfi so glavni mediatorji celičnih obrambnih 
mehanizmov (fagocitoza, nodulacija in enkapsulacija ter citotoksične reakcije), hkrati pa 
sintetizirajo in izločajo humoralne komponente, ki delujejo kot antimikrobni peptidi (AMPs, 
ang. antimicrobial peptides), reaktivne kisikove in dušikove zvrsti, faktorji kompleksnih 
encimatskih kaskad, ki regulirajo npr. aktivnosti drugih encimov, strjevanje hemolimfe in 
melanizacija (Jiravanichpaisal in sod., 2006). Imunski sistem deluje v treh ključnih 
zaporednih korakih: (i) vezavi ohranjenih molekulskih vzorcev, značilnih za 
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mikroorganizme oziroma patogene (M/PAMP, ang. microbial/pathogen associated 
molecular patterns), in s poškodbami povezanih molekulskih vzorcev (DAMP, ang. damage 
associated molecular patterns) na receptorske proteine (PRPs, ang. pattern recognition 
proteins), (ii) aktivaciji evolucijsko ohranjenih signalnih poti in (iii) proženju ustreznih 
celičnih in humoralnih obrambnih mehanizmov (Loker in sod., 2004; Tassanakajon in sod., 
2018). 
 
2.2.1.1 Receptorske molekule  
 
Glavna naloga imunskega sistema je ločevanje med lastnim in tujim na podlagi 
prepoznavanja M/PAMP kot tudi DAMP z naborom evolucijsko ohranjenih PRP (Tran in 
sod., 2020). Molekulski vzorci značilni za mikroorganizme oziroma patogene so celične 
komponente mikroorganizmov, kot so recimo β-1,3-glukani, lipopolisaharidi (LPS), 
peptidoglikani (PGN), lipoteihonska kislina (LTA), eno- in dve-verižne RNA (virusi) ter 
citoplazemska bakterijska in virusna DNA. Prepoznavanje M/PAMP in DAMP preko 
vezave z PRP vodi v hitro proženje vnetnih citokinov in aktivacijo celičnih ter humoralnih 
imunskih odgovorov (Wang in Wang, 2013). PRP so prisotni kot netopni proteini na površini 
krvnih celic oziroma celicah drugih tkiv ali kot topni proteini v hemolimfi (Coates, 2012). 
Hemociti rakov nosijo zapise za številne gene, ki kodirajo raznolike skupine PRP, med 
drugim Toll-podobni receptorji (TLRs, ang. Toll-like receptors), LPS in β-1,3-glukan 
vezavni proteini (LGBPs, ang. lipopolysaccharide and β-1,3-glucan-binding proteins), 
lektini tipa C, galektini, odstranjevalni receptor (SR, ang. scavenger receptor), s 
fibrinogenom povezani proteini (FREPs, ang. fibrinogen-related proteins) in molekule 
adhezije celic downov sindrom (DSCAM, ang. down syndrome cell adhesion molecule) 
(Tassanakajon in sod., 2018; Tran in sod., 2020; Wang in Wang, 2013). Še posebno zanimivi 
so receptorji DSCAM, ki jih uvrščamo v imunoglobulinsko (Ig) družino receptorjev in so 
bili odkriti na površini hemocitov (Jin in sod., 2013) oziroma prosto v hemolimfi ter v celicah 
živčnega in prebavnega sistema (Jin in sod., 2013; Wang in Wang, 2013). Zanje je značilna 
izrazita variabilnost vezavne domene receptorja. Prav zaradi tega pa nekateri raziskovalci 
predvidevajo, da so receptorji DSCAM pri dekapodnih rakih in drugih nevretenčarjih dokaz 
o obstoju specifične imunosti in imunskega spomina (Hauton, 2012). 
  
2.2.1.2 Signalne poti 
 
Prirojeno imunost pri nevretenčarjih oziroma rakih uravnavajo tri glavne signalne poti (Toll, 
Imd in Jak/Stat), ki igrajo pomembno vlogo v obrambi pred zunanjimi in notranjimi 
dejavniki. Vezava M/PAMP ali DAMP na PRP povzroči aktivacijo prenosa signala od 
receptorja do celičnega jedra, začenši s konformacijsko spremembo receptorjev in 
sprostitvijo signalnih molekul v citoplazmo, transporta le-teh v jedro in aktivacijo izražanja 
tarčnih genov, ki regulirajo vnetne in druge imunske odgovore (Huang in Ren, 2020; Tran 
in sod., 2020). Signalne poti regulirajo proliferacijo in diferenciacijo hemocitov, fagocitozo, 
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nodulacijo, enkapsulacijo in melanizacijo tujkov, encimske kaskade, sekrecijo AMP, 
vnetnih citokinov, opsoninov in drugih humoralnih molekul (Li in Xiang, 2013a; 
Tassanakajon in sod., 2018).  
 
Signalno pot Toll aktivirajo celične komponente gram pozitivnih bakterij in gliv 
(peptidoglikani in glukani) in hkrati tudi virusni proteini, ki se vežejo na PRP ter aktivirajo 
proteolitično kaskado dogodkov, ki vključuje številne signalne proteine (npr. Spätzle, 
MyD88, Pelle, Dorsal, Cactus, Traf6) (Tassanakajon in sod., 2018). Aktivacija poti Toll se 
odraža v regulaciji izražanja velikega števila, z imunskim sistemom povezanih genov, ki 
kodirajo AMP, manjše peptide z neznano funkcijo, komponente melanizacije in sistema 
strjevanja hemolimfe (De Gregorio in sod., 2002). Za razliko od signalne poti Toll pot Imd 
neposredo aktivirajo gram negativne bakterije in RNA virusi, ki jih prepoznajo membranski 
PRP. Aktivacija signalne poti vodi v aktivacijo transkripcijskega faktorja Relish, ki regulira 
izražanje genov z zapisom za AMP, kot so npr. crustin, lizocim in armadillidin (Becking in 
sod., 2020; Huang in Ren, 2020). Signalna pot Jak/Stat kontrolira številne biološke procese, 
med drugim proliferacijo in diferenciacijo hemocitov, embrionalni razvoj, regeneracijo 
poškodovanih tkiv, tvorbo AMP in protivirusni odgovor z RNA interferenco (Du in sod., 




Hemociti so celice krvožilnega sistema pri rakih, ki opravljajo vlogo mediatorjev celične 
imunosti in ostale funkcije, npr. regeneracijo poškodovane kutikule (Halcrow in Smith, 
1986) in mišičnega tkiva (Uhrík in sod., 1989) ter nevrogenezo (Da Silva in sod., 2015). 
Temeljna funkcija hemocitov je prepoznavanje, fagocitiranje, noduliranje in enkapsuliranje 
tujkov ter sinteza in izločanje molekul humoralne telesne obrambe. Celice se lahko nahajajo 
prosto v hemolimfi ali pa migrirajo v tkiva (Chevalier in sod., 2011; Söderhäll, 2016; 
Tassanakajon in sod., 2018).  
 
Podobno kot pri ostalih nevretenčarjih hemociti pri rakih nastajajo in zorijo v 
specializiranem tkivu, t. i. hematopoetskem organu. Slednji je pri rakih enakonožcih zgrajen 
iz treh parnih nodulov, ki se nahajajo v 6. in 7. abdominalnem segmentu ter v 1. segmentu 
telzona. V hematopoetskem organu so prisotne zarodne celice, diferencirajoče in zrele krvne 
celice. Zorenje celic poteka od centra nodula navzven, od koder se nato sproščajo v 
hemolimfo (Chevalier in sod., 2011; Söderhäll, 2016).  
 
V splošnem pri rakih ločimo tri tipe hemocitov (Slika 2), ki se razlikujejo po velikosti, 
razmerju med citoplazmo in jedrom in v prisotnosti ter gostoti citoplazemskih granul 
(Bauchau, 1981). Semigranularne (SGC; semigranulociti) in granularne celice (GC; 
granulociti) so podobnih velikosti, z manjšim okroglim ali ledvičastim jedrom in 
citoplazemskimi granulami različnih velikosti. Za razliko od SGC, ki imajo redkejše 
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citoplazemske granule, imajo GC večjo gostoto granul v citoplazmi. Hialine celice (HC, 
hialinociti) so najmanjše celice hemolimfe z velikim jedrom v primerjavi s citoplazmo in 
brez granul v citoplazmi (Chevalier in sod., 2011; Jiravanichpaisal in sod., 2006; Söderhäll, 
2016). Vsak tip hemocitov opravlja svojo funkcijo, ki pa ni enotna pri vseh skupinah rakov. 
Tako isti tip hemocitov lahko pri različnih skupinah rakov opravlja povsem različne funkcije 
(Söderhäll, 2016). Pri večini rakov vključno z raki enakonožci so HC odgovorni za 
fagocitozo, SGC so udeleženi v nodulacijo, enkapsulacijo in v manjšem obsegu v fagocitozo 
ter sintezo humoralnih molekul, GC pa so odgovorni izključno za sintezo in izločanje 
humoralnih molekul (Chevalier in sod., 2011; Jia in sod., 2017; Kostanjšek in Pirc Marolt, 
2015; Mangkalanan in sod. 2014; Zhou in sod., 2018).  
 
Slika 2: Poenostavljen shematski model celičnih in humoralnih mehanizmov prirojene imunosti rakov 
(Arthropoda, Crustacea). Shema prirejena po Smith in sod. (2003). Hd-PO = hemocianin s fenol oksidazno 
aktivnostjo. Puščica s polno črto prikazuje povezavo različnih komponent in odzivov imunskega sistema, 
puščica s prekinjeno črto pa prikazuje logično sosledje dogodkov. 
 
2.2.1.4 Celični obrambni mehanizmi 
2.2.1.4.1 Fagocitoza 
 
Fagocitoza je dobro ohranjena primarna obrambna funkcija prirojenega imunskega sistema, 
ki jo opravljajo različni tipi hemocitov pri različnih skupinah rakov. Izraz fagocitirati 
označuje endocitotski proces požiranja manjših delcev, kot so npr. mikroorganizmi in 
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fragmenti odmrlih celic (Jiravanichpaisal in sod., 2006; Liu in sod., 2020). Pri kopenskih 
rakih enakonožcih so za fagocitiranje odgovorne hialine celice, v manjšem obsegu pa tudi 
semigranularne celice (Chevalier in sod., 2011). Predpogoj za fagocitiranje delcev je vezava 
le-teh z receptorji na površini hemocitov oziroma prepoznavanje opsoninov, vezanih na 
mikroorganizme. V nadaljevanju sledi pripenjanje delcev na fagocitirajoče celice, privzem 
delcev v notranjost celic z reorganizacijo citoskeleta in znotrajcelični vezikularni transport 
do fagosomov, v katerih se delci razgradijo (Jiravanichpaisal in sod., 2006; Liu in sod., 
2020). Nedavne raziskave pri rakih dokazujejo, da je fagocitoza regulirana na več nivojih in 
s strani mnogih procesov in molekul. Med drugim je recimo znano, da fagocitotsko aktivnost 
promovirajo komponente melanizacijske kaskade, peroksinektin, reaktivne kisikove zvrsti 
in AMP (Boraschi in sod., 2020; Cerenius in sod., 2008; Liu in sod., 2020). 
  
2.2.1.4.2 Nodulacija in enkapsulacija  
 
Nodulacija in enkapsulacija sta celična obrambna mehanizma, ki nastopita v primeru, ko so 
mikroorganizmi oziroma drugi tujki preštevilčni in preveliki in jih hemociti posledično niso 
zmožni odstraniti s fagocitozo. Nodulacija označuje tvorbo strukture, imenovane nodul, ki 
je zgrajena iz več plasti hemocitov in obdaja mikroorganizme oziroma druge delce. Večje, 
nodulom podobne strukture, lahko nastanejo v procesu enkapsulacije, in sicer kadar se 
organizem sooči z večjimi tujki v telesu, kot so npr. gliste. V obeh primerih, tako pri 
nodulaciji kot tudi pri enkapsulaciji, je končni produkt večslojna kapsula iz sploščenih in 
razpotegnjenih hemocitov, ki je dodatno zatesnjena oziroma melanizirana. Znano je, da so 
pri navadnem pasavčku Armadillidium vulgare v tvorbo nodulov in enkapsulacijo udeleženi 
predvsem semigranulociti in v manjšem obsegu tudi granulociti, medtem ko so pri P. scaber 
za to odgovorni predvsem semigranulociti (Kostanjšek in Pirc Marolt, 2015). Ujeti 
mikroorganizmi in paraziti znotraj nodula pogosto odmrejo zaradi delovanja toksičnih spojin 
in odsotnosti kisika oziroma so fizično izolirani, kar preprečuje njihovo nadaljnjo rast in 
širjenje (Jiravanichpaisal in sod., 2006). 
 
2.2.1.5 Humoralni obrambni mehanizmi 
 
Humoralni imunski odgovor rakov deluje z roko v roki s hemociti in je rezultat kaskade 
dogodkov, ki je strogo regulirana na več nivojih. Humoralne molekule nastajajo v hemocitih 
in se po potrebi sproščajo v hemolimfo. Ključne komponente humoralnega imunskega 
sistema so profenol oksidazni (proPO) sistem, reaktivne kisikove (ROS, ang. reactive 
oxygen species) in dušikove zvrsti (RNS, ang. reactive nitrogen species), AMP ter drugi 
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2.2.1.5.1 Profenol oksidazni sistem 
 
Mehanske poškodbe in tuji delci, kot so patogeni ali paraziti, v telesu sprožijo proces 
melanizacije oziroma sintezo melanina, ki se odlaga okoli poškodovanih tkiv in tujkov. 
Melanin fizično izolira tujek in prepreči njegovo širjenje po telesu gostitelja, poleg tega pa 
v procesu melanizacije nastajajo tudi kratkoživi in visoko reaktivni ROS in RNS ter 
semikinoni, ki delujejo citotoksično (Cerenius in Söderhäll, 2004).  
 
Sinteza melanina je strogo reguliran proces, ki vključuje tako encimsko katalizirane kot tudi 
neencimske ali spontane reakcije, v katere so vpletene mnoge komponente profenol 
oksidaznega (proPO) sistema. Ključna komponenta proPO sistema je aktiven encim fenol 
oksidaza (PO), odgovoren za sintezo melanina, poleg imunske vloge pa je pomemben tudi 
pri pigmentaciji in sklerotizaciji tkiv (Amparyup in sod., 2009,2013; Cerenius in Söderhäll, 
2004). ProPO sistem opravlja tudi funkcijo pomožnega sistema za razlikovanje med lastnim 
in tujim, hkrati pa promovira aktivnost ostalih imunskih funkcij, od enkapsulacije in 
nodulacije do sinteze citotoksičnih ter antimikrobnih faktorjev (Amparyup in sod., 2013; 
Cerenius in Söderhäll, 2004; Lee in sod., 2004). 
 
Posamezne komponente proPO sistema pri rakih nastajajo v granulocitih in v manjšem 
obsegu tudi v semigranulocitih (Jia in sod., 2017; Johansson in sod., 2000). Aktivacijsko 
kaskado, katere končni rezultat je pretvorba neaktivne oblike proPO v aktiven encim PO, 
sproži vezava M/PAMP in DAMP na PRP oziroma tudi aktivnost proteolitičnih encimov 
mikroorganizmov (Cerenius in sod., 2008). Zunajcelično aktivacijo proPO kaskade 
katalizirajo številne serinske proteaze, med slednjimi je za pretvorbo neaktivne proPO v 
aktiven encim PO odgovoren terminalni proPO aktivacijski encim (PPAE) (Cerenius in 
Söderhäll, 2004). Poleg slednjega pa v proPO kaskadi igra pomembno vlogo tudi alfa-2 
makroglobulin (A2M), večfunkcionalni plazemski protein v hemolimfi nevretenčarjev, ki 
deluje kot inhibitor za lastne oziroma tuje proteaze (Jiravanichpaisal in sod., 2006; 
Ponprateep in sod., 2017). Deluje na način, da tarčne proteinaze »ujame« v molekularno 
»kletko«, s čimer prepreči interakcijo oziroma vezavo substrata na aktivno mesta encima 
(Rattanachai in sod., 2004). 
 
Encim PO spada v družino proteinov z vezanim bakrovim atomom, podobno kot pri 
respiratornem proteinu rakov, hemocianinu (Lee in sod., 2004). Aktivna oblika PO deluje 
kot tirozinaza oziroma katehol oksidaza in katalizira pretvorbo monofenolov in o-difenolov 
v o-kinone, iz slednjih pa se nato spontano tvori glavni produkt, rdeče-rjavi pigment melanin, 
ter stranski produkti, kot so ROS, RNS in semikinoni (Amparyup in sod., 2013; Cerenius in 
Söderhäll, 2004; Lee in sod., 2004). Zaradi potencialnega kvarnega delovanja glavnih in 
stranskih produktov melanizacije za gostiteljske celice je proPO kaskada negativno 
regulirana na več ravneh preko (i) inhibicije serinskih proteaz, (ii) inhibicije aktivnosti PO 
in (iii) nastajanja reaktivnih spojin (Amparyup in sod., 2013). Nekateri patogeni so sposobni 
Dolar A. Optimizacija metod za spremljanje procesov, povezanih z imunostjo v hemolimfi enakonožcev. 10 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biološkega izobraževanja, 2021 
 
 
preslepiti obrambni sistem in se s tem izogniti melanizaciji. Toksini endoparazitov, tudi 
DNA virusi, interferirajo s proPO sistemom in ga modulirajo z izločanjem proteinaznih 
inhibitorjev, ki spremenijo delovanje encimov proPO kaskade (Cerenius in Söderhäll, 2004). 
Izkazalo se je, da poleg klasične proPO kaskade in terminalne plazemske PO pri nekaterih 
nevretenčarskih skupinah, med drugim tudi pipalkarjih in rakih enakonožcih, PO podobno 
aktivnost posedujejo hkrati tudi drugi proteini hemolimfe. Primer je respiratorni protein 
hemocianin (Arockiaraj in sod., 2013; Fan in sod., 2009; Jaenicke in sod., 2009; Pan in sod., 
2019; Ramasamy in sod., 2017). Tako hemocianin kot tudi še drugi pomembni proteini 
hemolimfe se sintetizirajo v prebavni žlezi rakov enakonožcev in izločajo v hemolimfo 
(Štrus in sod., 2019). Za PO podobno aktivnost hemocianina je ključna konformacijska 
pretvorba molekule hemocianina v aktivno katehol oksidazo, inducirana pa je s strani istih 
komponent, kot so potrebne za aktivacijo proPO kaskade (Coates, 2012).  
 
Pri P. scaber (Jaenicke in sod., 2009) in dveh morskih enakonožcih (Pless in sod., 2003; 
Smith in Söderhäll, 1991) je in vitro PO podobna encimska aktivnost hemocianina dosežena 
preko dodatka detergentov (npr. natrijev dodecilsulfat; SDS), ki posnemajo naravne 
aktivatorje in povzročijo konformacijsko pretvorbo molekule hemocianina in s tem 
sprostitev aktivnega mesta za fenolne spojine (Baird in sod., 2007). Kljub številnim 
raziskavam pa še vedno ni povsem jasno, ali raki enakonožci posedujejo izključno 
plazemsko PO ali izključno PO podobno aktivnost hemocianina ali pa kar obe hkrati (Sicard 
in sod., 2010). 
 
2.2.1.5.2 Reaktivne kisikove in dušikove zvrsti, antioksidativni encimi 
 
Pomemben del humoralne komponente prirojenega imunskega sistema predstavljajo ROS in 
RNS, ki delujejo citotoksično in so potrebne za uničenje fagocitiranih tujih delcev znotraj 
fagosomov. Obe zvrsti nastajata med normalnim aerobnim metabolizmom, med drugim pa 
opravljajo tudi funkcijo sekundarnih sporočevalcev.  
 
Dušikov oksid (NO) je reaktivna dušikova spojina, vpletena v številne fiziološke procese, 
med drugim tudi v prirojeno imunost pri nevretenčarjih. Sinteza NO poteka v hemocitih na 
dušikov oksid-sintazi (NOS), slednja pa je aktivirana ob prisotnosti M/PAMP (Rodríguez-
Ramos in sod., 2010). ROS in RNS proizvajajo tudi NADPH-oksidaze in membranska 
fosfolipaza A2, dodatno pa se sproščajo med procesom melanizacije in delujejo citotoksično 
za mikroorganizme (Cerenius in sod., 2008; Nappi in Christensen, 2005).   
 
Pri rakih se koncentracije ROS in RNS v hemocitih zvišajo v primeru povečane fagocitoze, 
kar pojasnjuje pomembno imunsko vlogo ROS in RNS pri znotrajcelični razgradnji in 
odstranjevanju fagocitiranih mikroorganizmov (Jia in sod., 2017; Raman in sod., 2008). V 
primeru mikrobne okužbe se lahko proizvodnja ROS in RNS nevarno poveča in vodi v 
nastanek oksidativnega stresa, trajnih poškodb tkiv ali celo povzroči smrt gostitelja 
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(Tassanakajon in sod., 2013). Zato povečanju ROS in RNS navadno sledi antioksidativni 
odgovor organizma, ki se kaže kot povečana aktivnost antioksidativnih encimov, na primer 
superoksid dismutaze (SOD), odgovorne za pretvorbo kisikovih superoksid radikalov (O2
-) 
v vodikov peroksid (H2O2), in katalaze (CAT), ki katalizira pretvorbo H2O2 v vodo in kisik. 
Povezava med reaktivnimi spojinami ter encimoma SOD in CAT nakazuje na akutno 
obrambno vlogo slednjih encimov med stresnim odzivom oziroma okužbo organizma ter 
njuno povezavo s procesi prirojene imunosti (Gopalakrishnan in sod., 2011; Tassanakajon 
in sod., 2013).  
 
2.2.1.5.3 Antimikrobni peptidi (AMP)  
 
Antimikrobni peptidi (AMP) ali obrambni peptidi gostitelja so evolucijsko ohranjene 
komponente prirojene imunosti. Vsi AMP imajo podobne lastnosti: (i) kratka dolžina 
aminokislin (7–100), (ii) hidrofobne in kationske lastnosti ter (ii) amfipatske strukture. 
Zaradi učinkovite in hitre protimikrobne aktivnosti proti najpogostejšim mikroorganizmom, 
gram pozitivnim in gram negativnim bakterijam, glivam, protozojem in tudi virusom, so 
poznani kot »naravni antibiotiki«. Mikroorganizme lizirajo ali pa jih inhibirajo, poleg tega 
pa sodelujejo tudi v imuno-regulatornih mehanizmih, in sicer v modulaciji sinteze ter 
sproščanja citokinov ter posledično signalizaciji (Ageitos in sod., 2017; Rosa in Barracco, 
2010).  
 
Pri rakih poznamo kar 15 različnih družin AMP oziroma drugih posameznih peptidov, med 
katerimi so najbolje poznani crustin, penaedin, anti-lipopolisaharidni faktor, lizocim, 
defenzin in armadillidin (Smith in Dyrynda, 2015). Armadillidin (5,2 kDa) je bil prvič 
izoliran iz hemocitov kopenskega raka enakonožca Armadillidium vulgare (Herbinière in 
sod., 2005), medtem ko so nedavno Becking in sod. (2020) z in silico analizami dokazali, da 
so sekvence armadillidinov široko zastopane v transkriptomih kopenskih rakov 
enakonožcev, med drugim tudi pri P. scaber. 
 
Poleg AMP pri rakih najdemo tudi druge molekule z močno antimikrobno aktivnostjo, ki pa 
so bolj poznane v povezavi z drugimi biološkimi funkcijami. Mednje sodijo histoni,  
proteini, ki skrbijo za organizacijo nukleinskih kislin v jedru, in tudi derivati respiratornega 
proteina hemocianina (Coates in Nairn, 2014; Smith in Dyrynda, 2015). 
 
2.2.1.6 Funkcija acetilholina in acetilholinesteraze v prirojeni imunosti  
 
Encim acetilholinesteraza (AChE) je serinska hidrolaza, katere primarna funkcija je 
hidroliza nevrotransmitorja acetilholina (ACh) v holinergičnih sinapsah. Aktivnost AChE je 
ključna za normalno delovanje živčnega sistema, hkrati pa je pri nevretenčarjih soudeležena 
pri številnih drugih fizioloških procesih, kot recimo embriogenezi (Lu in sod., 2012), 
regeneraciji tkiv (Fossati in sod., 2015) in stresnem odzivu (Kang in sod., 2011). Kot 
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zanimivost pa se omenja tudi vloga te skupine encimov v imunosti. Holinergični sistem, 
katerega glavni živčni prenašalec je ACh, skupaj z AChE igra pomembno vlogo v imuno-
modulaciji pri vretenčarjih (Wang in sod., 2003). V primeru okužbe vnetni citokini aktivirajo 
holinergični sistem, ACh se sprosti na mestu vnetja, veže na holinergične receptorje na 
krvnih celicah in modulira izražanje citokinov. Podobno kot pri vretenčarjih tudi pri 
nevretenčarjih poročajo o spreminjanju koncentracije ACh in aktivnosti AChE v primeru 
okužbe, kar nakazuje pomembno vlogo v prirojeni imunosti (Kawli in sod., 2010; Moreira 
in sod., 2001; Shi in sod., 2012, 2014; Wang in sod., 2019). V hemolimfi P. scaber so Dolar 
in sod. (2021) izmerili aktivnost AChE in dokazali njeno inhibicijo s specifičnimi 
organofosfatnimi inhibitorji. Vendar pa povezava z imunskim odzivom pri teh rakih še ni 
bila dokazana.  
    
2.3 BAKTERIJSKE IN VIRUSNE OKUŽBE PRI RAKIH 
 
Virusi in bakterije so prevladujoči patogeni, ki pogosto prizadenejo naravne populacije višjih 
rakov (Crustacea, Malacostraca), medtem ko je pojavnost okužb s patogenimi glivami in 
protozoji ter drugimi paraziti manjša (Hauton, 2012; Tassanakajon in sod., 2018; Wang, 
2011). Med pogostejše virusne patogene rakov sodijo: virus rumene glave (YHV, ang. 
Yellow head virus), Taura sindrom virus (TSV, ang. Taura syndrome virus) in virus 
sindroma bele pike (WSSV, ang. White spot syndrome virus), ki je izredno nevaren patogen 
in lahko povzroči 90–100-% smrtnost pri okuženih kozicah (Li in Xiang, 2013b). Poleg 
naštetih virusnih patogenov pri žuželkah in kopenskih rakih enakonožcih pogosto srečamo 
okužbo, ki je za gostitelja letalna in jo povzroča nevretenčarski iridescentni virus IIV 
(Williams, 2008; Xu in sod., 2016). 
 
Za razliko od virusnih pa bakterijske okužbe niso tako pogoste, a vendar povzročajo 
ogromno globalno škodo industrijski proizvodnji rakov (Hauton, 2012), hkrati pa 
prizadenejo tudi naravne populacije rakov (Wang, 2011). Bakterijske okužbe najpogosteje 
povzročijo bakteremijo in prizadenejo eksoskelet, hkrati pa okužijo in poškodujejo tudi 
druga tkiva in organe (Chevalier in sod., 2011; Esteve in Herrera, 2000; Kostanjšek in Pirc 
Marolt, 2015; Wang, 2011). Najpogostejši bakterijski patogeni so gram negativne bakterije 
iz rodov Vibrio, Aeromonas, Pseudomonas, in Chlamydia in gram pozitivne bakterije rodov 
Rickettsia, in Aerococcus (Wang, 2011). Obstaja tudi kar nekaj raziskav, ki poročajo o 
prisotnosti oportunističnih bakterij v hemolimfi in drugih tkivih zdravih nevretenčarjev, med 
drugim tudi pri rakih. Izvor slednjih bakterij kot tudi njihova vloga v gostitelju nista povsem 
pojasnjena, znano pa je, da bakterije in gostitelj vzdržujeta stabilno homeostazo (Wang in 
Wang, 2015). Takšen primer endosimbioze se je izoblikoval med bakterijami iz rodu 
Wolbachia in kopenskim enakonožcem Armadillidium vulgare. Braquart-Varnier in sod. 
(2008) so dokazali, da se sevi bakterije Wolbachia uspešno izogibajo in hkrati manipulirajo 
z imunskim sistemom gostitelja, obenem pa tudi vplivajo na njegov fitnes, s čimer si 
zagotovijo vertikalni prenos v populaciji.    
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Okužbe, ki jih povzročajo mikroorganizmi, so posledica interakcije gostitelja z 
mikroorganizmi in izpostavljenosti gostitelja številnim drugim dejavnikom okolja, tako 
biotskim kot tudi abiotskim. Vsota vseh dejavnikov lahko pri gostitelju povzroči stres, ki 
prizadene mehanizme uravnavanja njegove homeostaze in tako postane dovzetnejši za 
okužbo (Wang, 2011). 
 
2.3.1 Bakterija Rhabdochlamydia porcellionis 
 
Bakterijo Rhabdochlamydia porcellionis (družina Rabdoklamidij) uvrščamo v pleomorfno 
skupino patogenih, obligatno znotrajceličnih bakterij, imenovanih klamidije, s širokim 
naborom gostiteljev, tako med vretenčarskimi kot tudi nevretenčarskimi organizmi. 
Bakterija je bila prvič potrjena in opisana pri kopenskem raku enakonožcu P. scaber kot 
Candidatus R. porcellionis na podlagi značilne morfologije in ultrastrukture ter sekvenc 16S 
rRNA (Kostanjšek in sod., 2004). Okuženost naravne populacije P. scaber z R. porcellionis 
je dokaj pogosta (27 %) in se odraža v hudih poškodbah in izgubi funkcije vitalnih organov 
v pozni fazi okužbe. Okužba je primarno omejena na celice prebavne žleze hepatopankreas, 
kar je opazno po drobnih belih pikah vzdolž površine celotne žleze (Slika 4A), medtem ko 
se okužba lahko razširi tudi na druga tkiva, med drugim tudi v hematopoetsko tkivo in 
hemocite (Kostanjšek in Pirc Marolt, 2015). Razvojni krog R. porcellionis je zelo podoben 
kot pri klamidijah, sklepajo pa ga tri prepoznavne morfološke oblike. Elementarna telesa so 
infektivna oblika, ki vstopa v gostiteljsko celico, nato pa sledi pretvorba v retikularna telesa, 
ki so metabolno aktivna in sposobna se deliti. Nadalje namnožena retikularna telesa znova 
preidejo v elementarna telesa preko prehodne oblike, imenovane intermediarno telo. V 
citoplazmi gostiteljskih celic so bakterije R. porcellionis zapakirane znotraj vakuol, ki jih 
ščitijo pred lizo (AbdelRahman and Belland, 2005; Kostanjšek in sod., 2004). 
   
2.3.2 Iridescentni virus IIV-31 
 
Iridescentni virusi (iridovirusi) IIV so ikozaedrični dsDNA virusi iz družine Iridoviridae. 
Gostitelji so nevretenčarji, najpogosteje kopenski raki enakonožci in žuželke v vlažnih in 
vodnih okoljih. Pri gostiteljih povzročajo obarvanost telesa in so v večini primerov letalni 
oziroma prikrito subletalni. Mehanizmi horizontalnega virusnega prenosa ostajajo neznani, 
a je kljub temu potrjen prenos s kanibalizmom, preko poškodovanih telesnih površin oziroma 
preko parazitov gostitelja (npr. gliste), vertikalno pa se virusi prenašajo tudi na potomce 
(Williams, 2008).  
 
Iridovirus IIV-31 je bil prvič izoliran iz odraslega kopenskega enakonožca Armadillidium 
vulgare, medtem ko o okužbi P. scaber prvič poročata Cole in Morris (1980). Razširjenost 
iridovirusne IIV-31 okužbe v naravni populaciji P. scaber je 15–20 %. Virus se razmnožuje 
v živčnih, maščobnih, mišičnih celicah, celicah povrhnjice in srednjega črevesja ter 
hemocitih (Cole in Morris, 1980; Federici, 1980; Hess in Poinar, 1985). Kopičenje virusnih 
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delcev v parazitiranih tkivih povzroča spremembo obarvanosti organizma iz običajno sive 
do rjave obarvanosti telesa v modro-vijoličasto (Slika 4B). Obarvanost se najprej pojavi na 
ventralni strani telesa in se po 2–3 tednih preseli tudi na dorzalno stran. Življenjska doba 
živali z iridovirusno IIV-31 okužbo je približno 30 dni (Lupetti in sod., 2013). Modro-
vijoličasta obarvanost telesa je simptom iridovirusne IIV-31 okužbe, ki omogoča zanesljivo 
identifikacijo in ločevanje simptomatskih od neokuženih oziroma asimptomatskih živali 
(Federici, 1984; Piégu in sod., 2014). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 ZASNOVA EKSPERIMENTALNEGA DELA 
 
Eksperimentalni del naloge sestoji iz štirih sklopov: (a) karakterizacije različnih tipov 
hemocitov in (b) optimizacije metod za meritev celičnih in humoralnih parametrov v 
hemolimfi asimptomatskih rakov enakonožcev P. scaber ter (c) določitev referenčnih 
vrednosti merjenih parametrov pri asimptomatskih živalih in (d) primerjava z vrednostmi 
omenjenih parametrov pri osebkih s simptomatskimi znaki P. scaber okužbe z bakterijo 
(Rhabdochlamydia porcellionis) in iridovirusom IIV-31. Z optimizacijo metod smo v 
hemolimfi P. scaber merili naslednje parametre: gostoto hemocitov (THC), diferencialno 
gostoto hemocitov (DHC) ter njihovo viabilnost, fenol oksidazi (PO) podobno aktivnost, 
aktivnosti superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), alfa-2 makroglobulina (A2M) in 
acetilholinesteraze (AChE) ter koncentracijo dušikovih oksidov (NO). Alfa-2 
makroglobulin, SOD in CAT aktivnost niso bile merjene pri P. scaber s simptomatsko 
iridovirusno IIV-31 okužbo zaradi pomanjkanja živali s to okužbo (Slika 3).  
 
Slika 3: Pregled merjenih celičnih in humoralnih parametrov v hemolimfi asimptomatskih P. scaber in živalih 
s simptomatsko okužbo z bakterijo R. porcellionis in iridovirusom IIV-31. Gostota hemocitov (THC), 
diferencialna gostota hemocitov (DHC), fenol oksidaza (PO), superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), 
alfa-2 makroglobulin (A2M), dušikov oksid (NO), acetilholinesteraza (AChE). 
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3.2 POSKUSNE ŽIVALI 
 
V nalogi smo uporabili kopenske enakonožne rake Porcellio scaber (Crustacea, Isopoda), ki 
smo jih nabrali v okolici Kamnika, v kompostu, pod glinenimi cvetličnimi lonci, skladovnico 
suhih drv in večjimi kamni. Poskusne živali smo gojili v steklenem terariju, ki smo ga 
napolnili s tanko plastjo zemlje in posušenih listov navadne leske (Corylus avellana) ter črne 
jelše (Alnus glutinosa). Zemljo in liste smo predhodno sterilizirali pri 105 °C za 3 ure. 
Populacijo poskusnih živali smo gojili pri nadzorovanih pogojih: dnevno-nočnem ritmu 
(16/8 ur, svetloba/tema), temperaturi 20 ± 2 °C in zmerni vlažnosti, ki smo jo vzdrževali z 
občasnim pršenjem vode na notranje površine terarijev.  
 
3.3 PREPOZNAVANJE BAKTERIJSKE IN VIRUSNE OKUŽBE 
 
Poskusne živali P. scaber so bile odbrane iz aklimatizirane laboratorijske kulture in 
pregledane za prisotnost simptomov, značilnih za bakterijsko Rhabdochlamydia porcellionis 
in iridovirusno IIV-31 okužbo. Okužbo z bakterijo R. porcellionis smo prepoznali po belih 
pikah na površini prebavne žleze hepatopankreas (Kostanjšek in Pirc Marolt, 2015), medtem 
ko smo simptome iridovirusne IIV-31 okužbe prepoznali po rahlo do intenzivno modro-
vijoličasti obarvanosti telesa (Sliki 4A in B). Slednja je bila izražena na ventralni oziroma 
dorzalni strani telesa, ali pa je bilo obarvano celotno telo organizma, odvisno od faze okužbe 
(Lupetti in sod., 2013). Poskusne živali s simptomatsko bakterijsko R. porcellionis in 
iridovirusno IIV-31 okužbo in živali, ki niso kazale simptomov okužbe (asimptomatska 
oziroma kontrolna skupina), smo uporabili za meritev izbranih parametrov v odvzeti 
hemolimfi. V poskusu uporabljene živali so bile obeh spolov, brez očitnih znakov levitve ali 
prisotnosti valilnika pri samicah. 
 
Slika 4: (A) Simptomatska bakterijska R. porcellionis okužba P. scaber z značilnimi drobnimi belimi pikami 
(rdeča puščica) v celicah prebavne žleze hepatopankreas in (B) simptomatska iridovirusna IIV-31 okužba z 
značilno modro-vijoličasto obarvanostjo telesa živali. 
Dolar A. Optimizacija metod za spremljanje procesov, povezanih z imunostjo v hemolimfi enakonožcev. 17 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biološkega izobraževanja, 2021 
 
 
3.4 IZOLACIJA VZORCEV HEMOLIMFE 
 
S sterilno siringo smo prebodli integument med 5. in 6. dorzalnim segmentom P. scaber in 
z rahlim stiskanjem živali pridobili kapljico hemolimfe (3-5 µL), ki smo jo posesali s 
stekleno mikrokapilarno pipeto (Brand) in nemudoma razredčili v Dulbecco fosfatnem pufru 
(DPBS; pH 7,1-7,5) (Slika 5). Pri odvzemu hemolimfe smo bili pozorni, da le-ta ni prišla v 
stik s prozornim in lepljivim izločkom uropodnih žlez ali da nismo prebodli črevesja oziroma 
prebavne žleze (Donker in sod., 1990). Hemolimfo za meritev izbranih parametrov smo 
pridobili iz posamezne živali oziroma iz največ treh živali z združevanjem.  
 
Slika 5: Postopek izolacije hemolimfe iz P. scaber: (A) prebadanje integumenta med 5. in 6. segmentom na 
dorzalni strani, (B) rahlo stiskanje živali in pobiranje kapljice hemolimfe s stekleno mikrokapilarno pipeto, (C) 
prenos hemolimfe iz steklene mikro-kapilarne pipete v Dulbecco fosfatni pufer z uporabo ustnika.  
 
3.5 MORFOLOŠKA KARAKTERIZACIJA HEMOCITOV 
 
S svetlobno in elektronsko mikroskopijo smo opisali morfologijo in ultrastrukturo 
hemocitov. Na podlagi teh smo določili različne tipe hemocitov v hemolimfi asimptomatskih 
P. scaber. 
 
3.5.1 Svetlobna mikroskopija 
 
Za vizualizacijo hemocitov smo uporabili diferencialno interferenčno kontrastno (DIC) 
mikroskopijo (Axio Imager Z1, Zeiss). Sveže odvzeto hemolimfo (5 µL) smo redčili v 
razmerju 1 : 5 (v/v) v pufru DPBS (pH 7,1–7,5) in nanesli na objektno steklo ter pokrili s 
krovnikom. Slike hemocitov so bile zajete pri 40-kratni povečavi in obdelane v programu 
Axio Vision 4.9.1. 
 
3.5.2 Transmisijska elektronska mikroskopija 
 
Hemociti za transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM) so bili pripravljeni po 
protokolu, ki sta ga opisala Kostanjšek in Pirc Marolt (2015). Vzorec hemolimfe iz 12 živali 
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(50 µL) smo združili in fiksirali preko noči na 4 °C, v 400 µL 3,5 % glutaraldehida v 0,1 M 
Na-fosfatnem pufru (NaP pufer; pH 7,2).  
 
Fiksiran vzorec smo 3–5 min peletirali s centrifugiranjem (5000 obratov/minuto, MiniSpin 
plus, Eppendorf), odvečni fiksativ odlili in pelet narahlo resuspendirali v majhni količini 
NaP pufra, ki je ostal po odlivanju supernatanta. K vzorcu smo z ogreto kapalko dodali 3- 
% agarozo (Sigma), ki smo jo pripravili v deionizirani vodi s segrevanjem na 55–60 °C. 
Pelet in agarozo smo narahlo premešali s pipetnim nastavkom, brez prepihovanja. Sledilo je 
hitro centrifugiranje (30 sekund) pri enakih obratih kot peletiranje (5000 obratov/minuto, 
MiniSpin plus, Eppendorf). Vzorec, vklopljen v agarozo, smo z britvico razrezali na manjše 
koščke in dobro sprali z NaP pufrom (3 x 10 min). 
 
Vzorec smo postfiksirali v 1-% vodni raztopini osmijevega tetra oksida (OsO4) eno uro pri 
4 °C. Sledilo je spiranje z deionizirano vodo (10 min) in dehidracija v naraščajoči alkoholni 
vrsti (10 min v 50-% in nato 70-% etilnem alkoholu (EtOH), 2 x 10 min v 90-% EtOH in 10 
min v absolutnem EtOH) in acetonu (2 x 10 min). V naslednjem koraku smo vzorcu dodali 
smolo (Agar 100 Resin Kit, Agar Scientific), pri čemer smo najprej segreli steklovino ter 
posamezne komponente smole na 60 °C. Smolo in trdilca smo mešali 1–2 uri, medtem ko 
smo akcelator dodali šele dobro uro pred uporabo. Vzorcu smo najprej dodali aceton in 
smolo v razmerju 2 : 1 (v/v) za eno uro, nato pa povečali količino smole glede na aceton 
(v/v, 1 : 2) in zopet pustili na mešalu eno uro. Vzorce smo čez noč pustili v čisti smoli na 
krožnem mešalu, naslednji dan pa smo jih znova prenesli v sveže pripravljeno smolo za 3 
ure na krožno mešalo. Pred prenosom vzorcev v model smo v posamezno luknjico modela 
najprej dodali nekaj smole in oznako vzorca, nato pa s pomočjo zobotrebca prenesli še 
vzorec. Na koncu smo dodali še kapljico smole, tako da je bila zgornja ploskev smole 
konveksna. Vzorce smo polimerizirali 24–48 ur v pečici pri 60 °C.   
 
V smolo vklopljene vzorce smo rezali na ultramikrotomu (Reichert Ultracut’s) s steklenimi 
noži in tako pripravili poltanke rezine (350 do 400 nm). Rezine smo prenesli v kapljico 
deionizirane vode na objektnem steklu in sušili pri 80 °C. Nadalje smo jih barvali 1 min z 
barvilom Richardson (Azur II-metilen modro) in nato sprali z deionizirano vodo. Sledilo je 
opazovanje pod svetlobnim mikroskopom (Axio Imager Z1, Zeiss).   
 
Ultratanke rezine (50 do 100 nm) smo rezali z diamantnim nožem in jih prenesli na bakreno 
mrežico (SPI) ter pustili, da se posušijo. Nato smo rezine na mrežici pozitivno kontrastirali 
v kapljici 4-% vodne raztopine uranil acetata (10 min, v temi) ter spirali v deionizirani vodi 
(10 sekund). Sledilo je kontrastiranje v raztopini svinčevega citrata (4 min), pripravljenega 
v 0,1 M natrijevem hidroksidu, in na koncu še spiranje v deionizirani vodi (10 sekund). 
Kontrastirane ultratanke rezine smo pregledali s transmisijskim elektronskim mikroskopom 
CM100 (Philips). 
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Premer različnih tipov hemocitov smo izmerili na poltankih rezinah, barvanih z 
Richardsonovim barvilom (število analiziranih celic: 71), medtem ko smo velikosti 
citoplazemskih granul semigranularnih in granularnih hemocitov izmerili na TEM-
mikrografijah (število analiziranih citoplazemskih granul: 40). 
   
3.5.3 Vrstična elektronska mikroskopija 
 
Hemolimfo iz 20 živali (50 µL) smo fiksirali preko noči v 1 mL fiksativa Karnovsky (1-% 
glutaraldehid in 0,4-% paraformaldehid v 0,1 M NaP pufru) pri 4 °C, in nato prefiltrirali 
skozi membranski filter (Millipore, velikost pore: 3 µL) z uporabo brizge. Po spiranju v NaP 
pufru (3 x 10 min) je sledila enourna postfiksacija v 1-% vodni raztopini osmijevega tetra 
oksida (OsO4), spiranje v deionizirani vodi (3 x 10 min), prenos v vodi koncentriran 
tiokarbohidrazid (15 min), ponovno spiranje v deionizirani vodi (3 x 10 min) in nato znova 
enourna postfiksacija v 1-% vodni raztopini OsO4 ter ponovno spiranje v deionizirani vodi 
(3 x 10 min). Vzorce smo dehidrirali v naraščajoči alkoholni vrsti (30 %, 50 %, 70 %, 90 % 
in absolutnem EtOH; 10 min v vsakem). Sledilo je sušenje v raztopini heksametildisilazana 
(HMDS) in EtOH v razmerju 1 : 2, 2 : 1 (v/v) in na koncu še v čistem HMDS, v vsakem 10 
min. Vzorce v čistem HMDS smo pustili v digestoriju preko noči, da HMDS povsem izhlapi. 
Membranske filtre z vzorcem smo hranili v eksikatorju do namestitve na aluminijaste nosilce 
s pomočjo dvostranskega ogljikovega lepilnega traka. Vzorce smo napršili s tankim slojem 
zlata in paladija, nato pa jih pregledali z vrstičnim elektronskim mikroskopom JSM-6500F 
(JOEL Ltd.). 
 
3.6 OPTIMIZACIJA METOD ZA MERITEV CELIČNIH IN HUMORALNIH 
PARAMETROV V HEMOLIMFI P. scaber 
3.6.1 Gostota hemocitov in diferencialna gostota hemocitov ter viabilnost 
 
Za gostoto hemocitov (THC) in diferencialno gostoto hemocitov (DHC) ter viabilnost le-teh 
smo iz ene živali s stekleno mikrokapilarno pipeto odvzeli 5 µL hemolimfe ter jo nemudoma 
razredčili v razmerju 1 : 5 (v/v) v pufru DPBS (pH 7,1–7,5) in 0,4-% tripanskem modrilu. 
Celice smo šteli s hemocitometrom (Neubauer, Slika 6), ki smo ga pred uporabo očistili s 
70-% etilnim alkoholom in sprali z deionizirano vodo ter dobro osušili. Krovno steklo smo 
položili na hemocitometer in odpipetirali 10 µL celične suspenzije v obe komori 
hemocitometra, da bi ocenili THC, DHC in viabilnosti hemocitov pod svetlobnim 
mikroskopom (Axio Imager Z1, Zeiss).  
 
Celice smo šteli pri 10-kratni povečavi v 4 velikih robnih kvadratnih poljih (Slika 6), s čimer 
smo dobili število vseh celic (n). Dobljeno število vseh celic smo delili s številom robnih 
komor (n/4), v katerih smo šteli celice, s čimer smo pridobili povprečno število celic na 
robno kvadratno polje. Ker je prostornina vsakega robnega kvadratnega polja 0,1 mm3 (10-4 
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mL), smo izračunano povprečno število celic pomnožili še z 104. Pri izračunu smo upoštevali 
faktor redčenja (F) hemolimfe v pufru DPBS in tripanskem modrilu (Formula 1). 
 






× 𝐹                                        … (1) 
 
Delež viabilnih celic smo preverili z dodatkom tripanskega modrila, ki vdre v mrtve celice 
in jih obarva, medtem ko žive celice ostanejo neobarvane. Za izračun smo prešteli vse celice 
in vse modro obarvane celice (mrtve) ter tako izračunali delež viabilnih celic (Formula 2): 
 
Viabilnost hemocitov (%) =  
(THC − št.  mrtvih celic)
THC
 x 100                     … (2) 
 
 
Slika 6: Hemocitometer (Neubauer) s komoro za nanos celične suspenzije (rdeč okvir) in povečan prikaz 
komore z robnimi kvadratnimi polji (desno). 
 
Diferencialno gostoto hemocitov (relativni delež treh glavnih tipov hemocitov) smo ocenili 
s štetjem zgolj viabilnih hemocitov pri 40-kratni povečavi, z uporabo DIC mikroskopske 
tehnike. Glede na splošno sprejeto klasifikacijsko shemo hemocitov pri rakih (Bauchau, 
1981) smo hemocite P. scaber ločili na naslednje tipe (Preglednica 1):  
a) granulociti (GC): večje celice z veliko gostoto citoplazemskih granul različnih 
velikosti, 
b) semigranulociti (SGC): celice podobne velikosti kot GC, a z manjšo gostoto granul 
v citoplazmi, 
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Preglednica 1: Poenostavljen shematski prikaz treh glavnih tipov hemocitov v hemolimfi P. scaber. 




3.6.2 Fenol oksidazi podobna aktivnost  
 
Fenol oksidazi (PO) podobno encimsko aktivnost (aktivnost plazemske in iz hemocianina 
izpeljane PO) smo v hemolimfi P. scaber merili fotometrično po optimiziranem protokolu 
Jaenicke in sod. (2009). Merjenje po opisanem postopku je bilo izvedeno tako pri 
simptomatskih, kot asimptomatskih živalih. 
 
Sveže odvzeto hemolimfo (3 µL) smo razredčili v razmerju 1 : 39 (v/v) s pufrom DPBS (pH 
7,1–7,5) in ustrezno koncentracijo dopamin hidroklorida (v nadaljevanju dopamin) ter 
natrijevega dodecilsulfata (Preglednica 2). Natrijev dodecilsulfat (SDS) je potreben za in 
vitro aktivacijo plazemske PO kot tudi iz hemocianina izpeljane PO. Reakcijsko mešanico 
(40 µL) smo v treh tehničnih ponovitvah prenesli na mikrotitersko ploščo s 384 vdolbinami 
(Greiner) in 3 ure merili tvorbo rdeče-rjavega pigmenta z mikročitalcem Cytation 3 imaging 
reader (Biotek, USA) pri 475 nm in 25 °C. PO podobno aktivnost v hemolimfi smo izračunali 
kot spremembo absorbance (A) iz linearnega dela absorbcijske krivulje na minuto in 
volumen hemolimfe ter pomnožili s faktorjem 103 (Formula 3) (Charles in Killian, 2015). 
   
Fenol oksidazi podobna aktivnost =
∆A475nm/min
µL hemolimfe
× 103                     … (3) 
 
Sprva smo preverili in optimizirali metodo za meritev PO podobne aktivnosti v hemolimfi 
asimptomatskih P. scaber, pri čemer smo testirali različne koncentracije dopamina 
(koncentracijski rang na plošči: 0–12 mM) in SDS (konc. rang na plošči: 0–2 mM), vse 
pripravljene v pufru DPBS (pH 7,1–7,5) (Preglednica 2). PO podobno aktivnost pri vseh 
testnih koncentracijah dopamina in SDS smo merili v istem vzorcu hemolimfe, ki smo ga 
pridobili z združevanjem hemolimfe več živali. Za testiranje različnih koncentracij 
dopamina smo uporabili SDS s končno koncentracijo 2 mM (Jaenicke in sod., 2009), 
medtem ko smo za testiranje različnih koncentracij SDS uporabili dopamin s končno 
koncentracijo 8 mM. Kot negativno kontrolo smo namesto hemolimfe uporabili pufer DPBS.  
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V nadaljevanju smo v hemolimfi simptomatskih in asimptomatskih P. scaber merili PO 
podobno aktivnost po optimiziranem protokolu (8 mM koncentracija dopamina in 2 mM 
konc. SDS na plošči). PO podobno aktivnost smo merili v hemolimfi, pridobljeni iz 
posamezne živali, brez združevanja vzorcev. 
 
Preglednica 2: Prikaz uporabljenih koncentracij dopamina in natrijevega dodecilsulfata (SDS) za merjenje 
fenol oksidazi podobne aktivnosti v hemolimfi asimptomatskih P. scaber. 
















3.6.3 Superoksid dismutazna aktivnost  
 
Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) smo merili preko detekcije inhibicije redukcije 
nitrotetrazolijevega modrega klorida (NBT), ki vodi v barvno reakcijo, po prilagojenem 
protokolu Beauchamp in Frodovich (1971). Pet mikrolitrov hemolimfe iz ene ali največ treh 
živali smo razredčili v pufru DPBS v razmerju 1 : 13 (v/v) in postavili na led. V nadaljevanju 
smo k vzorcu hemolimfe, v razmerju 1 : 4 (v/v), dodali naslednje kemikalije: 65 mM 
metionina; 100 µM riboflavina; 0,1 mM etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) in 3,75 mM 
NBT. Reakcijsko mešanico (110 µL) smo v dveh ponovitvah nanesli na mikrotitersko ploščo 
s 96 vdolbinami in izmerili absorbanco z mikročitalcem Cytation 3 imaging reader (Biotek, 
USA) pri 560 nm (A0) in 25 °C. Nato smo mikrotitersko ploščo z vzorci 3 minute obsevali 
z rumeno svetlobo (100 W), od katere je bila plošča oddaljena 15 cm. Po obsevanju z rumeno 
svetlobo smo znova pomerili absorbanco (A3). Kot negativno kontrolo, pri kateri ni prišlo 
do inhibicije redukcije, smo uporabili svežo deionizirano vodo. Specifično aktivnost SOD 
smo izrazili kot encimsko enoto (U), ki povzroči inhibicijo redukcije 50 % NBT na minuto 
in mg proteinov (Formuli 4 in 5) (Kankamol in Salaenoi, 2018).   
 
% inhibicije redukcije NBT = 100 − (
∆A560nm (vzorec)
∆A560nm (neg.kontrola) 
) × 100 %                   … (4)  
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Specifična SOD aktivnost (U mg⁄ proteinov) =
% inhibicije redukcije NBT
50 % × mg proteinov
                   … (5) 
 
3.6.4 Koncentracija proteinov v hemolimfi 
 
Koncentracijo proteinov v hemolimfi smo določili po navodilih proizvajalca komercialnega 
seta kemikalij BCATM (Pierce, Rockford, IL, ZDA). Reagenta A in B smo pripravili v 
razmerju 50 : 1 (v/v) in nadalje 190 µL odpipetirali k 10 µL vzorca hemolimfe, kar je 
povzročilo barvno reakcijo, sorazmerno količini proteinov v vzorcu. Reakcijsko mešanico 
vzorca in reagentov smo v treh ponovitvah prenesli na mikrotitersko ploščo s 96 vdolbinami, 
inkubirali 30 min pri 37 °C, nato pa pomerili absorbanco z mikročitalcem Cytation 3 imaging 
reader (Biotek, USA) pri 562 nm. Koncentracijo proteinov v vzorcu smo preračunali glede 
na standardno krivuljo za goveji serumski albumin (25–2000 µM). Za negativno kontrolo 
smo uporabili pufer DPBS (pH 7,1–7,5). 
   
3.6.5 Koncentracija dušikovega oksida  
 
Dušikov oksid (NO) v hemolimfi smo merili z uporabo Griessovega reagenta po prilagojeni 
metodi Faralda in sod. (2005). Za standard smo uporabili natrijev nitrit (NaNO2) z 
absorpcijskim vrhom pri 543 nm, kar smo preverili spektrofotometrično.  
 
Za posamezno meritev (vzorec) smo uporabili 10 µL hemolimfe, pridobljene iz ene oziroma 
treh živali, h kateri smo dodali enak volumen K-fosfatnega pufra (KP pufer, 100 mM, pH 
7). Redčeno hemolimfo (20 µL) smo zmešali z 28 µL 1-% sulfanilamida (Sigma), ki smo ga 
pripravili v 5-% fosforjevi kislini (H3PO4), in z 48 µL 0,1-% N-(1-naftil)etilendiamin 
dihidroklorida (Sigma) ter vse skupaj hranili na ledu do meritve. Na mikrotitersko ploščo s 
384 vdolbinami (Greiner) smo nanesli 40 µL reakcijske mešanice v dveh ponovitvah ter 
izmerili absorbanco z mikročitalcem Cytation 3 imaging reader (Biotek, USA) pri 543 nm, 
po 5-minutni inkubaciji. Koncentracijo NO (µM) smo izračunali glede na standardno 
krivuljo za NaNO2 (2,5–200 µM).  
 
3.6.6 Katalazna aktivnost  
 
Aktivnost katalaze (CAT) v hemolimfi smo merili fotometrično preko razgradnje 
vodikovega peroksida (H2O2). Pet µL hemolimfe smo po odvzemu nemudoma redčili v 65 
µL 50 mM K-fosfatnega pufra (KP, pH 7) z dodano 5 mM etilendiamintetraocetno kislino 
(EDTA). Na mikrotitersko ploščo s 96 vdolbinami smo odpipetirali 20 µL redčene 
hemolimfe in dodali 30 µL KP pufra s 5 mM EDTA ter tik pred meritvijo dodali še 100 µL 
sveže pripravljenega 15,18 mM H2O2, v 50 mM KP pufru (pH 7) z dodano 5 mM EDTA in 
5-krat premešali s pipeto. Absorbanco smo merili pri 240 nm in 25 °C, 3 minute s 30- 
sekundnim intervalom med zaporednimi meritvami na mikročitalcu Cytation 3 imaging 
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reader (Biotek, USA). Kot negativno kontrolo smo uporabili 50 mM KP pufer (pH 7) s 5 
mM EDTA. 
 
Vzporedno smo preverili še aktivnost CAT v hemolimfi ob dodatku specifičnega inhibitorja 
natrijevega azida (NaN3) v reakcijsko mešanico. Založno raztopino 50 mM NaN3 smo 
pripravili v 50 mM KP pufru (pH 7), ki smo jo nadalje 100-krat redčili, tako da smo dobili 
0,5 mM koncentracijo NaN3 v 50 mM KP pufru (pH 7). K 30 µL NaN3 v KP pufru smo 
dodali 20 µL redčene hemolimfe in 100 µL 15,18 mM H2O2, ter spremljali spremembo 
absorbance pri 240 nm.  
 
Aktivnost CAT smo izračunali kot spremembo absorbance, merjene pri 240 nm na minuto 





              … (6)  
3.6.7 Aktivnost alfa-2 makroglobulina 
 
Aktivnost alfa-2 makroglobulina (A2M) v hemolimfi P. scaber smo merili po metodi, ki so 
jo opisali Yue in sod. (2010). Sveže izolirano hemolimfo (5 µL) smo redčili v razmerju 1 : 
15 (v/v) s pufrom DPBS (pH 7,1–7,5), premešali in shranili na ledu. K 50 µL razredčenega 
vzorca hemolimfe smo dodali 50 µL tripsina (1 mg/mL DPBS, Sigma) in inkubiral 10 min 
pri 37 °C na toplotnem mešalu Thermomixer compact (Eppendorf). V nadaljevanju smo 
dodali 20 µL sojinega tripsinskega inhibitorja (2 mg/mL DPBS, Sigma) in znova inkubirali 
15 min pri 37 °C. Nato smo reakcijski mešanici dodali še 250 µL N-benzoil-DL-arginin-
pnitroanilida (BAPNA; 0,5 mg/L DPBS, Sigma), ki smo ga pripravili s 100-kratnim 
redčenjem založne raztopine BAPNA (50 mg/mL dimetil sulfokida; DMSO) v pufru DPBS. 
Sto µL reakcijske mešanice smo v treh ponovitvah prenesli na mikrotitersko ploščo s 96 
vdolbinami in 30 min merili absorbanco z mikročitalcem Cytation 3 imaging reader (Biotek, 
USA) pri 405 nm in 37 °C. A2M aktivnost v vzorcu hemolimfe smo merili posredno preko 
detekcije aktivnosti tripsina. Aktivnost A2M smo izrazili kot spremembo absorbance pri 405 
nm na minuto na mg proteinov (ΔA405nm/min mg proteinov) (Formula 7). Pripravili smo še 
dve ločeni kontroli brez vzorca, pri čemer smo v prvo dodali inhibitor tripsina (pozitivna 





              … (7) 
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3.6.8 Acetilholinesterazna aktivnost  
  
Aktivnost acetilholinesteraze (AChE) smo merili v hemolimfi P. scaber po prilagojenem 
protokolu Ellman in sod. (1961), ki se uporablja za merjenje v homogenatu celih živali 
oziroma posameznih tkiv (Glavan in sod., 2018). Ellmanov reagent smo pripravili z 
raztapljanjem 91 mg 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzojske) kisline (DTNB) v 100 mL 250 mM KP 
pufra (pH 7,4) in 37,5 mg natrijevega hidrogenkarbonata (NaHCO3). Ellmanovo raztopino 
smo razredčili do 1 litra z deionizirano vodo, zavili v aluminijasto folijo in shranili na 4 °C.  
 
Hemolimfo (3 µL) smo odvzeli iz individualne živali ter jo nemudoma redčili v razmerju 1 
: 20 (v/v) v 100 mM KP pufru (pH 7). Po mešanju na namiznem mešalu smo vzorce 
centrifugirali pri 16000 x g in 4 °C za 10 minut. Dvajset µL vzorca (deionizirana voda: 
negativna kontrola) smo v treh ponovitvah nanesli na mikrotitersko ploščo s 384 vdolbinami 
(Greiner), dodali 15 µL Ellmanovega reagenta in tik pred merjenjem še 5 µL 8 mM 
acetiltioholin klorida (ACh-Cl), ki smo ga pripravili z redčenjem 1 M ACh-Cl v 100 mM 
KP pufru. Pred meritvijo smo mikrotitersko ploščo narahlo pretresli. Spremembo absorbance 
smo merili na mikročitalcu Cytation 3 imaging reader (Biotek, USA) pri 405 nm in 25 °C, 
15 min s 30-sekundnim intervalom med zaporednima meritvama.  
 
Aktivnost AChE smo izračunali kot nmol hidroliziranega ACh-Cl na minuto in mg proteinov 
(nmol/min mg proteinov), pri čemer smo upoštevali ekstincijski koeficient (Ɛ405= 13,6 M
-1 
cm-1) in pot svetlobe na plošči (l = 0,326 cm) (Formula 8). Na grafu smo prikazali kot 








              … (8) 
 
3.6.9 Statistična analiza rezultatov 
 
Podatke smo analizirali in prikazali v statističnem programu OriginPro v2020 (OriginLab, 
Northampton, Massachusetts, ZDA). S Kolmogorov-Smirnovim testom smo preverili 
porazdelitev podatkov, medtem ko smo homogenost varianc ovrednotili z Levene testom. 
Razlike med bakterijsko oziroma virusno okuženimi (simptomatske) in kontrolnimi živalmi 
(asimptomatske) z normalno porazdeljenimi podatki smo testirali z uporabo t-testa za dva 
neodvisna vzorca oziroma z neparametrično alternativo, Mann-Whitney U-testom. 
Vrednosti p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) in p < 0,001 (***) smo obravnavali kot statistično 
značilno različne. Ekstremne vrednosti, ki presegajo interval 1,5-kratne razlike med tretjim 
in prvim kvartilom, smo izločili iz analize. 
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4.1 KLASIFIKACIJA, MORFOLOGIJA IN ULTRASTRUKTURA HEMOCITOV P. 
scaber 
4.1.1 Svetlobna mikroskopija 
 
Z uporabo diferencialno interferenčne kontrastne (DIC) mikroskopske tehnike (Slike 7a, b 
in c), kot tudi z opazovanjem poltankih rezin hemocitov, barvanih z Azur II-metilen modro, 
s svetlobnim mikroskopom (Slike 7d, e in f), smo prepoznali tri različne morfološke oblike 
hemocitov v hemolimfi asimptomatskih P. scaber. Različne tipe hemocitov smo opisali na 
podlagi klasifikacijske sheme krvnih celic za rake, ki temelji na morfoloških značilnostih, 
kot so velikost celice in celičnega jedra, prisotnost citoplazemskih granul in gostoti le-teh 
(Bauchau in sod., 1981). Hemocite smo opisali kot semigranularne (semigranulociti; SGC), 
granularne (granulociti; GC) in hialine (hialinociti; HC).  
 
Semigranularni hemociti (Slike 7a, b, d in e) predstavljajo najpogostejši tip celic, kar 65 
% vseh prostih hemocitov v hemolimfi asimptomatskih P. scaber. So ovalne do okrogle 
oblike, v premeru merijo 11,2 ± 0,4 µm (povprečen premer ± standardna napaka; Preglednica 
3), v citoplazmi pa imajo majhno gostoto citoplazemskih granul manjše velikosti (premer 
0,3 ± 0,1 µm).  
 
Granularni hemociti (Slike 7a-f) predstavljajo 17 % vseh prostih celic hemolimfe, ki so po 
velikosti in obliki zelo podobne SGC (12,0 ± 0,3 µm), medtem ko je gostota citoplazemskih 
granul večja. Povprečna velikost citoplazemskih granul je 0,8 ± 0,1 µm (Preglednica 3). 
  
Hialini hemociti (Slike 7a–f) so najmanjši tip hemocitov, ki v premeru merijo 8,1 ± 0,3 µm 
(Preglednica 3), v hemolimfi asimptomatskih P. scaber pa predstavljajo v povprečju 18 % 
vseh prostih hemocitov. Gre za okrogle celice z velikim celičnim jedrom v primerjavi s 
citoplazmo, v kateri ni prisotnih granul (agranularni). Pri veliki večini HC, ki smo jih barvali 
z barvilom Azur II-metilen modro, so se jedra barvala šibko ali pa se sploh niso barvala in 
so bila tako na videz prosojna. Kljub vsemu pa se je jedro pri nekaterih HC obarvalo podobno 
vijoličasto kot pri SGC in GC. 
Preglednica 3: Morfološka karakterizacija hemocitov v hemolimfi asimptomatskih P. scaber. 
Tip hemocitov Premer celice (µm) Premer citoplazemskih granul (µm)* 
Semigranulociti 11.2 ± 0.4 0.3 ± 0.1 
Granulociti 12.0 ± 0.3 0.8 ± 0.1 
Hialinociti 8.1 ± 0.3 n.p. 
(*) najdaljši premer citoplazemske granule,  (n.p.) ni podatka 
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Slika 7: Svetlobna mikroskopija različnih tipov hemocitov v hemolimfi asimptomatskih P. scaber. 
Diferencialno interferenčno kontrastna (DIC) mikroskopska tehnika hemocitov v sveže odvzeti in nebarvani 
hemolimfi (a, b, c). Hemociti, barvani z barvilom Azur II-metilen modro (d, e, f). Semigranulociti (SGC), 
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4.1.2 Elektronska mikroskopija 
4.1.2.1 Transmisijska elektronska mikroskopija 
 
Hemocite asimptomatskih P. scaber smo uspešno pripravili za opazovanje s transmisijsko 
in vrstično elektronsko mikroskopijo. S TEM smo potrdili prisotnost semigranulocitov (Sliki 
8c in d) in granulocitov (Sliki 8e in f) v hemolimfi asimptomatskih P. scaber. Za razliko od 
svetlobne mikroskopije pa smo s TEM identificirali kar dva podtipa agranularnih 
hialinocitov podobnih velikosti, ki smo ju opisali kot podtip 1 in podtip 2 HC. 
 
Podtip 1 HC (Slika 8a) ima veliko in okroglo jedro s prevladujočim evkromatinom in tanko 
plastjo heterokromatina tik pod notranjo membrano jedrnega ovoja. Slednji podtip HC je bil 
pogosteje opažen v primerjavi s podtipom 2 HC. V nasprotju s podtipom 1 HC pri podtipu 
2 HC (Slika 8b) v celičnem jedru prevladuje heterokromatin, hkrati pa je citoplazma tudi 
obsežnejša. Celično jedro je nekoliko manjše kot pri podtipu 1 HC, vendar še vedno večje 
kot pri SGC in GC.  
 
V citoplazmi vseh treh glavnih tipov hemocitov smo s TEM poleg celičnega jedra in granul 
opazili še nekatere druge celične strukture, kot so npr. mitohondriji, in endoplazemski 
retikulum pri SGC in GC.  
 
Razmerje med celičnim jedrom in citoplazmo upada od HC (podtip 1 > podtip 2) do SGC in 
GC, kar pomeni, da imajo HC največje celično jedro in manj citoplazme, medtem ko imajo 
GC več citoplazme, zapolnjene z granulami, in manjše celično jedro.  
 
4.1.2.2 Vrstična elektronska mikroskopija 
 
Z vrstično elektronsko mikroskopijo smo prepoznali dve različni populaciji hemocitov, ki se 
razlikujeta po velikosti in tudi prisotnosti citoplazemskih granul (Slike 9a–f). Citoplazemske 
granule smo prepoznali posredno, preko granulam podobnimi izboklinami na površini 
hemocitov (Sliki 9a in c), oziroma neposredno z opazovanjem sproščenih granul v občasno 
razpočenih celicah (Slika 9e). Citoplazemske granule smo opazili izključno pri večjih 
hemocitih, zato predvidevamo, da predstavljajo SGC in GC, medtem ko manjše celice 
nimajo granulam podobnih izboklin na površini in ustrezajo opisom HC. Dodatno smo na 
površini celic obeh velikosti opazili tudi filopodijem podobne strukture (Slika 9d).  
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Slika 8: Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) različnih tipov hemocitov v hemolimfi 
asimptomatskih P. scaber. Podtip 1 hialinocita (a), podtip 2 hialinocita (b), semigranulocit (c in d) in granulocit 
(e in f). Celično jedro (N), citoplazemska granula (bela puščica) in endoplazemski retikulum (ER). 
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Slika 9: Vrstična elektronska mikroskopija (SEM) hemocitov v hemolimfi asimptomatskih P. scaber (a–f). 
Skupina celic dveh različnih velikost (c in d): manjši hialinociti (HC) (c, d, f) ter večji semigranulociti oziroma 
granulociti (SGC/GC) (a, c, d, e). Semigranulociti in granulociti imajo na površini vidne granulam podobne 
izbokline (črna neprekinjena puščica). Na površini hemocitov so prisotne filopodijem podobne strukture (bela 
prekinjena puščica) (d). 
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4.2 CELIČNI IN HUMORALNI PARAMETRI HEMOLIMFE P. scaber 
 
Metode za spremljanje celičnih (THC, DHC, viabilnost hemocitov) in humoralnih (PO 
podobna, SOD, CAT, A2M in AChE aktivnost, koncentracija NO) parametrov smo uspešno 
optimizirali na primeru hemolimfe asimptomatskih P. scaber, s čimer smo pridobili okvirne 
referenčne vrednosti posameznega parametra. Dodatno so rezultati meritev izbranih 
parametrov v hemolimfi simptomatskih živali potrdili, da so optimizirane metode zanesljive 
in dovolj občutljive in da z njimi lahko nazorno pokažemo potencialne razlike med 
eksperimentalnimi skupinami P. scaber. V primeru simptomatske bakterijske R. porcellionis 
in iridovirusne IIV-31 okužbe P. scaber se vrednosti merjenih parametrov v hemolimfi 
značilno razlikujejo od vrednosti asimptomatskih živali. V nadaljevanju podrobneje 
opisujemo spremembo posameznih parametrov. 
        
4.2.1 Gostota hemocitov in viabilnost hemocitov 
 
V sveže odvzeti hemolifmi asimptomatskih P. scaber, ki smo jo redčili v razmerju 1 : 5 (v/v) 
v pufru DPBS in barvilu tripan modro, smo z redčitvijo hemolimfe v posameznem robnem 
kvadratnem polju z volumnom 0,1 mm3 našteli vsaj 100 hemocitov, kar še velja za zadostno 
količino za ustrezno statistično analizo. Hkrati smo z dano redčitvijo imeli na razpolago 
dovolj vzorca za nanos na hemocitometer v dveh ponovitvah. Gostota vseh hemocitov v 
hemolimfi asimptomatskih P. scaber je bila 3,50 ± 0,19 x 106/mL. 
  
Gostota vseh hemocitov v hemolimfi P. scaber s simptomatsko iridovirusno IIV-31 okužbo 
(0,78 ± 0,11 x 106/mL) je bila skoraj 4,5-krat manjša kot pri kontrolni skupini živali in 
statistično značilno različna. Podobno, a vendar statistično neznačilno znižanje THC, smo 
opazili tudi v hemolimfi P. scaber z izraženimi simptomi bakterijske okužbe z R. 
porcellionis (2,74 ± 0,29 x 106/mL). Kljub temu je v primeru živali, okuženih s slednjo, 
opazen trend upada gostote hemocitov (Slika 10A). 
 
Viabilnost hemocitov v hemolimfi simptomatskih P. scaber je bila statistično značilno nižja 
v primerjavi z asimptomatsko skupino živali (93,77 ± 0,42 %). Variabilnost viabilnosti 
hemocitov pri asimptomatskih živalih je bila zelo nizka. V hemolimfi bakterijsko okuženih 
živali je odstotek viabilnih hemocitov dosegel 90,05 ± 1,16 %, medtem ko v virusno 
okuženih 84,40 ± 1,75 % (Slika 10B). 
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Slika 10: (A) Gostota hemocitov (THC) in (B) viabilnost hemocitov pri asimptomatskih P. scaber in živalih s 
simptomatsko okužbo z R. porcellionis in iridovirusom IIV-31. Stolpci prikazujejo povprečno vrednost ± 
standardna napaka. Zvezdice nad stolpci označujejo statistično značilne razlike v primerjavi s kontrolo: (**) p 
< 0,01; (***) p < 0,001. Skupno število analiziranih vzorcev hemolimfe za THC in viabilnost hemocitov: 
kontrola (n = 67), bakterijska (n = 15) in virusna okužba (n = 15). 
 
V redkih primerih, ko nismo uspeli pridobiti 5 µL hemolimfe iz posamezne živali in smo 
zato pripravili združeni vzorec hemolimfe, pridobljen iz maksimalno treh živali, smo 
pogosto opazili tvorbo skupkov oziroma aglutinacijo hemocitov (Sliki 11A in B). Podobne 
skupke smo opazili tudi v vzorcih odvzete hemolimfe, v katerih so bile v hemolimfi prisotne 
gliste (žive ali mrtve) (Sliki 11C in D). Opazili smo, da slednje kot tudi druge tuje delce v 
hemolimfi v začetni fazi primarno obdajajo izključno granularni hemociti.     
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Slika 11: Diferencialno interferenčna kontrastna mikroskopija (A, B) aglutinacije hemocitov v združenih 
vzorcih hemolimfe Porcellio scaber (C, D) in na površini parazitskih glist. 
  
4.2.2 Diferencialna gostota hemocitov 
 
Z uporabo diferencialno interferenčne kontrastne (DIC) mikroskopske tehnike smo uspešno 
prepoznali in ločili hemocite ter določili diferencialno gostoto treh glavnih tipov hemocitov 
v vzorcih hemolimfe asimptomatskih P. scaber in živali s simptomatsko okužbo z R. 
porcellionis in iridovirusom IIV-31 (Slika 12). V hemolimfi živali s simptomatsko 
bakterijsko R. porcellionis okužbo je bil delež semigranulocitov (53,62 ± 4,0 %) značilno 
manjši, medtem ko je bil delež granulocitov in hialinocitov nespremenjen v primerjavi z 
asimptomatskimi P. scaber, kjer je bil delež SGC (65,01 ± 1,89 %), GC (17,25 ± 1,55 %), 
HC (17,74 ± 1,30 %). Po drugi strani pa je bil delež SGC (82,92 ± 1,76 %) v hemolimfi P. 
scaber s simptomatsko iridovirusno IIV-31 okužbo značilno povečan, medtem ko je bil delež 
tako GC (9,70 ± 0,81 %) kot tudi HC (9,93 ± 1,68 %) manjši v primerjavi s kontrolo.  
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Slika 12: Gostota posameznih tipov hemocitov (DHC), ki ga predstavljajo semigranulociti (SGC), granulociti 
(GC) in hialinociti (HC), v hemolimfi asimptomatskih P. scaber in živalih s simptomatsko okužbo z R. 
porcellionis in iridovirusom IIV-31. Sestavljeni stolpci predstavljajo povprečne deleže (%) treh glavnih tipov 
hemocitov ± standardna napaka. Zvezdice nad stolpci označujejo statistično značilne razlike v primerjavi s 
kontrolo: (**) p < 0,01; (***) p < 0,001. Skupno število analiziranih vzorcev hemolimfe za DHC: kontrola 
(n = 44), bakterijska (n = 17) in virusna okužba (n = 11). 
   
Slika 12 prikazuje očitne spremembe v gostoti relativnih deležev treh glavnih tipov 
hemocitov v hemolimfi P. scaber s simptomatsko okužbo z iridovirusom IIV-31, hkrati pa 
je bila na račun občutno znižane gostote hemocitov (Slika 10A) v konkretnem primeru 
značilno zmanjšana tudi absolutna gostota posameznih tipov hemocitov (Slika 13).   
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Slika 13: Gostota hemocitov (HC; hialinociti, GC; granulociti in SGC; semigranulociti) v hemolimfi 
asimptomatskih P. scaber in živalih s simptomatsko okužbo z R. porcellionis in iridovirusom IIV-31. Stolpci 
predstavljajo povprečno gostoto hemocitov ± standardna napaka. Zvezdice nad stolpci označujejo statistično 
značilne razlike v primerjavi s kontrolo: (**) p < 0,01; (***) p < 0,001. Skupno število analiziranih vzorcev 
hemolimfe: kontrola (n = 44), bakterijska (n = 17) in virusna okužba (n = 11).   
 
4.2.3 Fenol oksidazi podobna aktivnost 
 
PO podobno aktivnost smo uspešno optimizirali za merjenje v 3 µL hemolimfe 
asimptomatskih P. scaber posredno preko detekcije spremembe absorbance (475 nm) na 
minuto in volumen hemolimfe. PO podobna aktivnost v hemolimfi asimptomatskih P. 
scaber narašča z naraščajočo koncentracijo dopamina v reakcijski mešanici, pri čemer se 
krivulja encimske aktivnosti izravna pri 4 mM in doseže vrh platoja pri koncentraciji 8 mM 
dopamina (končna koncentracija na plošči) (Slika 14A). Na primeru testiranja odvisnosti PO 
podobne aktivnosti od koncentracije SDS (0–2 mM, končna koncentracija na plošči) smo 
ugotovili, da se encimska aktivnost povečuje z naraščajočo koncentracijo SDS, vendar pri 
testiranih koncentracijah ne doseže platoja ali vrha (Slika 14B). Brez dodatka dopamina ni 
bilo opazne spremembe v aktivnosti, medtem ko smo v primeru, ko SDS nismo dodali k 
hemolimfi, opazili zgolj majhno aktivnost (Sliki 14A in B). Pri negativni kontroli (pufer 
DPBS namesto hemolimfe) nismo zaznali večjih sprememb v merjeni absorbanci s časom 
(ni prikazano).     
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Slika 14: Sprememba absorbance (475 nm) na minuto na volumen hemolimfe asimptomatskih P. scaber, v 
odvisnosti od koncentracije (A) dopamina in (B) natrijevega dodecilsulfata (SDS). Točke na grafu predstavljajo 
povprečno spremembo absorbance na minuto na µL hemolimfe x 103 ± standardna napaka. Skupno število 
analiziranih vzorcev hemolimfe na testno koncentracijo za dopamin (n = 6) in SDS (n = 6). 
 
Glede na rezultate PO podobne aktivnosti v hemolimfi asimptomatskih P. scaber v 
odvisnosti od različnih koncentracij dopamina in SDS (Sliki 14A in B) smo v nadaljevanju 
poskusa uporabili 2,0 mM SDS in 8,0 mM dopamin (končna koncentracija na plošči).  
 
PO podobna aktivnost v hemolimfi P. scaber s simptomatsko bakterijsko R. porcellionis 
okužbo (9,77 ± 0,27 ΔA/min µL hemolimfe x 103) ni bila značilno različna od aktivnosti v 
hemolimfi asimptomatskih živali (10,23 ± 0,22 ΔA/min µL hemolimfe x 103) (Slika 15). 
Nasprotno pa je bila PO podobna aktivnost statistično značilno manjša v živalih s 
simptomatsko iridovirusno IIV-31 okužbo (7,58 ± 0,17 ΔA/min µL hemolimfe x 103), v 
primerjavi s kontrolo (Slika 15). 
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Slika 15: Fenol oksidazi podobna (PO podobna) aktivnost v hemolimfi asimptomatskih P. scaber in živalih s 
simptomatsko okužbo z R. porcellionis in iridovirusom IIV-31. Stolpci predstavljajo povprečno vrednost ± 
standardna napaka. Zvezdice nad stolpci označujejo statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolo: (***) 
p < 0,001. Skupno število analiziranih vzorcev hemolimfe za PO podobno aktivnost: kontrola (n = 30), 
bakterijska (n = 19) in virusna okužba (n = 11). 
 
4.2.4 Koncentracija dušikovega oksida 
 
Za meritev koncentracije dušikovega oksida v hemolimfi asimptomatskih P. scaber zadošča 
10 µL sveže odvzete hemolimfe. V manjšem volumnu hemolimfe (< 10 µL) nam ni uspelo 
izmeriti koncentracije NO, medtem ko za večji volumen hemolimfe potrebujemo veliko več 
živali. Za preračun koncentracij NO smo uporabili natrijev nitrit (NaNO2), za katerega smo 
določili absorpcijski vrh pri 543 nm (Slika 16A). 
  
Koncentracija NO je bila v hemolimfi P. scaber, okuženih z R. porcellionis, povečana za 
kar za 396 %, v živalih, okuženih z iridovirusom IIV-31, pa za 152 % v primerjavi z 
asimptomatsko skupino živali. Pri slednjih smo pomerili 14,16 ± 1,24 µmol NO na liter 
hemolimfe (Slika 16B).  
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Slika 16: (A) Meritev absorbance za natrijev nitrit (NaNO2) pri različnih valovnih dolžinah svetlobnega 
spektra. (B) Koncentracija dušikovega oksida (NO) v hemolimfi asimptomatskih P. scaber in živalih s 
simptomatsko okužbo z R. porcellionis in iridovirusom IIV-31. Stolpci predstavljajo povprečno vrednost ± 
standardna napaka. Zvezdice nad stolpci označujejo statistično značilne razlike v primerjavi s kontrolo: (*) p 
< 0,05; (***) p < 0,001. Skupno število analiziranih vzorcev hemolimfe za NO: kontrola (n = 30), bakterijska 
(n = 19) in virusna okužba (n = 11). 
 
4.2.5 Aktivnost superoksid dismutaze 
 
Pet µL sveže odvzete hemolimfe iz asimptomatskih P. scaber zadošča za fotometrično (560 
nm) meritev aktivnosti SOD preko detekcije inhibicije redukcije substrata. Pri negativni 
kontroli (deionizirana voda) je bila sprememba absorbance na minuto največja, medtem ko 
je bila v vzorcih hemolimfe ta sprememba značilno nižja na račun aktivnosti encima SOD 
(Slika 17A). Negativno kontrolo oziroma deionizirano vodo smo uporabili kot standard za 
primerjavo in izračun odstotka inhibicije redukcije substrata v vzorcih hemolimfe.  
 
Aktivnost SOD v hemolimfi P. scaber, okuženih z R. porcellionis, je bila statistično značilno 
povečana za 228 % v primerjavi z asimptomatsko skupino živali (4,58 ± 0,66 U/mg 
proteinov) (Slika 17B). Aktivnosti SOD pri živalih, okuženih z iridovirusom IIV-31, zaradi 
pomanjkanja okuženih živali nismo uspeli izmeriti.  
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Slika 17: (A) Sprememba absorbance (560 nm) na minuto v vzorcu hemolimfe in negativni kontroli 
(deionizirana voda). (B) Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) pri asimptomatskih P. scaber in živalih s 
simptomatsko okužbo z R. porcellionis in iridovirusom IIV-31. Stolpci predstavljajo povprečno vrednost ± 
standardna napaka. (***) Zvezdice nad stolpci prikazujejo statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolo 
(p < 0,001). Skupno število analiziranih vzorcev hemolimfe za SOD: kontrola (n = 17) in bakterijska okužba 
(n = 20). 
 
4.2.6 Aktivnost katalaze 
 
Aktivnost CAT smo določili v 5 µL hemolimfe asimptomatskih P. scaber posredno preko 
detekcije razpada vodikovega peroksida (H2O2) in posledično upada absorbance (240 nm). 
V vzorcih hemolimfe z dodanim H2O2 je absorbanca s časom upadala, nasprotno pa nismo 
opazili spremembe v absorbanci pri negativni kontroli (50 mM KP pufer + 5 mM EDTA) 
niti v primeru, ko smo hemolimfi dodali specifični inhibitor CAT, tako imenovani natrijev 
azid (NaN3) (Slika 18A). Slednje pomeni, da je inhibitor zaviral delovanje CAT v hemolimfi 
in upada absorbance zaradi razpada H2O2 ni bilo.  
 
Pri P. scaber s simptomatsko R. porcellionis okužbo je bila aktivnost CAT (0,87 ± 0,15 
ΔA/min mg protinov) mejno značilno povečana (p = 0,056), vendar je kljub vsemu razviden 
porast v primerjavi z asimptomatsko skupino živali (0,55 ± 0,07 ΔA/min mg protinov) (Slika 
18B). Aktivnosti CAT pri živalih, okuženih z iridovirusom IIV-31, zaradi pomanjkanja 
okuženih živali nismo izmerili.  
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Slika 18: (A) Sprememba absorbance (240 nm) vodikovega peroksida v vzorcu hemolimfe, negativni kontroli 
(50 mM KP pufer + 5 mM EDTA) in hemolimfi + specifični inhibitor natrijev azid (NaN3). (B) Aktivnost CAT 
v hemolimfi asimptomatskih živali in živali s simptomatsko okužbo z R. porcellionis. Stolpci predstavljajo 
povprečno vrednost ± standardna napaka. Skupno število analiziranih vzorcev hemolimfe za CAT: kontrola (n 
= 12) in bakterijska okužba (n = 15). 
 
4.2.7 Aktivnost alfa-2 makroglobulina 
 
Aktivnost alfa-2 makroglobulina (A2M) v hemolimfi asimptomatskih P. scaber smo 
dokazali posredno z detekcijo aktivnosti ujetega tripsina znotraj A2M.  
  
Encimsko aktivnost tripsina prikazuje negativna kontrola (tripsin, pufer DPBS namesto 
hemolimfe), kjer smo zaznali spremembo absorbance na račun razgradnje substrata. 
Nasprotno v pozitivni kontroli (tripsin, inhibitor tripsina, pufer DPBS namesto hemolimfe) 
ni bila zaznana sprememba absorbance na račun inhibicije tripsina. V sveže odvzeti 
hemolimfi z dodanim tripsinom in inhibitorjem tripsina pa smo za razliko od pozitivne 
kontrole zaznali spremembo absorbance s časom, ki pa je bila nižja kot pri negativni kontroli 
(Slika 19A). 
  
Aktivnost A2M v hemolimfi P. scaber, okuženih z R. porcellionis, je bila značilno povečana 
(2,35 ± 0,45 ΔA/min mg proteinov) v primerjavi z asimptomatsko skupino živali (1,06 ± 
0,12 ΔA/min mg proteinov) (Slika 19B). Aktivnosti A2M pri živalih, okuženih z 
iridovirusom IIV-31, zaradi pomanjkanja okuženih živali nismo uspeli analizirati.  
.  
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Slika 19: (A) Sprememba absorbance (405 nm) v hemolimfi (tripsin + inhibitor tripsina), negativni kontroli 
(tripsin, pufer DPBS namesto hemolimfe) in pozitivni kontroli (tripsin + inhibitor tripsina, pufer DPBS 
namesto hemolimfe). (B) Aktivnost alfa-2 makroglobulina (A2M) pri asimptomatskih P. scaber in živalih s 
simptomatsko okužbo z R. porcellionis. Stolpci oziroma pike prikazujejo povprečno vrednost ± standardna 
napaka. (**) Zvezdice nad stolpci označujejo statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolo (p < 0,01). 
Skupno število analiziranih vzorcev hemolimfe za A2M: kontrola (n = 6) in bakterijska okužba (n = 6). 
 
4.2.8 Aktivnost acetilholinesteraze 
 
Aktivnost acetilholinesteraze smo uspešno merili v 3 µL hemolimfe, pridobljene iz 
posamezne živali brez očitnih znakov okužbe. Ob dodatku vzorca hemolimfe v reakcijsko 
mešanico (Ellmanov reagent, ACh-Cl, 100 mM KP pufer) se je absorbanca (405 nm) s časom 
linearno povečevala, nasprotno pa pri negativni kontroli (100 mM KP pufer) nismo opazili 
spremembe absorbance (Slika 20A). 
  
V hemolimfi P. scaber s simptomatsko R. porcellionis okužbo je bila aktivnost AChE 
povečana za 10 % (± 4,5 % SE), pri simptomatski iridovirusni IIV-31 okužbi pa za 32 % (± 
12 % SE), v primerjavi z asimptomatsko skupino živali (Slika 20B). Nobena sprememba ni 
bila statistično značilna.  
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Slika 20: (A) Sprememba absorbance (405 nm) v hemolimfi asimptomatskih P. scaber in v negativni kontroli 
(100 mM KP pufer). (B) Aktivnost acetilholinesteraze (AChE) v hemolimfi asimptomatskih P. scaber in 
živalih s simptomatsko okužbo z R. porcellionis in iridovirusom IIV-31. Stolpci in pike predstavljajo 
povprečno vrednost ± standardna napaka. Skupno število analiziranih vzorcev hemolimfe za AChE aktivnost: 
kontrola (n = 8), bakterijska (n = 7) in virusna okužba (n = 8).
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5.1 VIZUALIZACIJA IN KARAKTERIZACIJA TER OPIS HEMOCITOV V 
HEMOLIMFI P. scaber 
 
V nalogi smo z uporabo različnih mikroskopskih tehnik v hemolimfi kopenskega raka 
enakonožca Porcellio scaber (Crustacea, Isopoda) opisali tri različne tipe hemocitov. Ti 
ustrezajo opisom semigranularnih, granularnih in hialinih hemocitov, ki so bili opisani tudi 
pri drugih rakih (Chevalier in sod., 2011; Ding in sod., 2012; Lv in sod., 2014; Zhou in sod., 
2018).  
 
V študiji smo vse tri glavne tipe hemocitov lahko prepoznali že z opazovanjem barvanih 
poltankih rezin hemocitov in tudi nebarvanih hemocitov z uporabo DIC mikroskopske 
tehnike. Podobno so bila tudi pri večini študij z raki z namenom vizualizacije in identifikacije 
hemocitov uporabljena različna barvila, kot npr. nevtralno rdeče, oziroma kombinacija barvil 
Wright-Giemsa ali May-Grünwald-Giemsa, ki obarvajo celično jedro, citoplazmo in granule 
(Battison in sod., 2003; Matozzo in Marin, 2010). TEM in v redkih primerih tudi SEM pa 
sta uporabljeni kot orodje za natančno karakterizacijo različnih tipov hemocitov (Lv in sod., 
2014; Zhou in sod., 2018).  
 
Dodatno smo opazovane hemocite podrobneje analizirali še z elektronsko mikroskopijo, ki 
je potrdila naše domneve o različnih tipih hemocitov. Uporaba TEM in SEM omogoča 
podrobno analizo ultrastrukture in morfologije hemocitov, ki so v hemolimfi 
asimptomatskih P. scaber tako po velikosti kot tudi izgledu izredno podobni hemocitom 
sorodnega kopenskega enakonožca Armadillidium vulgare (Chevalier in sod., 2011). 
Medtem ko smo s svetlobno mikroskopijo odkrili zgolj tri glavne tipe, pa smo s TEM opisali 
dva različna podtipa HC (podtip 1 in podtip 2), ki se razlikujeta v velikosti celičnega jedra 
in prevladujoči obliki kromatina. Nekateri avtorji tako predvidevajo, da lahko celice s 
podobnimi morfološkimi znaki (majhne celice z velikim razmerjem med jedrom in 
citoplazmo) predstavljajo nezrele hemocite oziroma zarodne celice (Ramlingam in sod, 
2015; Rebelo in sod., 2013; Roulston in Smith, 2011). Podobno so bili različni podtipi 
hemocitov opisani tudi pri drugih rakih (Battison in sod., 2003; Lv in sod., 2014; 
Mangkalanan in sod., 2014). Predvideva se, da omenjeni trije tipi hemocitov tvorijo 
neprekinjeno serijo prehodnih oblik v procesu zorenja hemocitov. V tem pogledu pa bi lahko 
različni tipi in podtipi hemocitov P. scaber predstavljali različne zrelostne faze hemocitov 
(Bauchau, 1981; Rebelo in sod., 2013).  
 
Čeprav je SEM, za razliko od TEM in tudi svetlobne mikroskopije, razkril zgolj dva tipa 
hemocitov glede na celično velikost, domnevamo, da populacija celic manjše velikosti 
predstavlja hialine celice, medtem ko večje celice predstavljajo granularne in semigranularne 
celice. Pri populaciji večjih celic smo na površini oziroma v liziranih celicah prepoznali 
citoplazemske granule. Podobno smo tudi s TEM identificirali citoplazemske granule v 
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večjih hemocitih (SGC in GC). Do podobnih zaključkov so prišli tudi Zhou in sod. (2018), 
ki so na površini hemocitov rakovice Scylla paramamosain prepoznali citoplazemskim 
granulam podobne izbokline oziroma so granule opazovali kar v liziranih hemocitih. Velik 
problem pri pripravi in vizualizaciji vzorcev s SEM predstavljajo predvsem plazemski 
proteini, ki tvorijo obloge na površini hemocitov. Slednjo težavo pa lahko uspešno 
odpravimo z dodatnimi koraki spiranja celic. 
  
Čeprav že Kostanjšek in Pirc Marolt (2015) poročata o hemocitih znotraj hematopoetskega 
organa in nodulov P. scaber, pa vendar še nobena študija doslej ni obravnavala celovite in 
natančne morfologije in ultrastrukture različnih tipov hemocitov pri P. scaber. Nedavno smo 
rezultate tega dela objavili v Dolar in sod. (2020).  
  
5.2 OPTIMIZACIJA METOD ZA MERJENJE CELIČNIH IN HUMORALNIH 
PARAMETROV V HEMOLIMFI P. scaber TER NJIHOVIH SPREMEMB V 
PRIMERU OKUŽB 
 
V nalogi smo uspešno optimizirali metode za merjenje celičnih in humoralnih parametrov v 
hemolimfi kopenskega enakonožca P. scaber, ki so bile primarno opisane pri drugih 
poskusnih nevretenčarjih. Največji omejujoči dejavnik pri merjenju različnih parametrov v 
hemolimfi je volumen razpoložljive hemolimfe, ki je pogojen z velikostjo samega 
poskusnega organizma. Zato smo stremeli k uporabi čim manjših volumnov, v katerih pa 
smo še vedno lahko izvajali ponovljive meritve izbranih parametrov. Prilagodili smo 
koncentracije substratov ter določili optimalne pogoje merjenja, da je bil signal čim 
močnejši. Večina meritev je bila izvedena na mikrotiterskih ploščah s 384 vdolbinami s 
končnim volumnom vdolbine 40 µL. Končni protokoli so optimizirani do te mere, da 
omogočajo merjenje enega ali celo več parametrov na istem vzorcu hemolimfe, kar omogoča 
pridobivanje individualnih podatkov za vsako žival posebej.  
 
Z vidika uporabe potencialnih novih biomarkerjev, ki posredno opisujejo spremembe na 
nivoju imunskih procesov in celotnega imunskega sistema, je ključno poznavanje vrednosti 
merjenih parametrov v naravni populaciji izbranih organizmov kot tudi sprememb danih 
parametrov v primeru pogostejših naravnih okužb. Kot primer smo vzeli dve pogosti okužbi 
pri rakih, bakterijsko okužbo z R. porcellionis in iridovirusno okužbo z virusom IIV-31 
(Preglednica 4). Rezultati so potrdili, da se izbrani parametri spremenijo v primeru dveh 
simptomatskih okužb, kar potrjuje, da so primerni markerji za spremljanje imunskega 
odziva. V nadaljevanju bomo podrobno razložili, katere prilagoditve smo izvedli pri 
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5.2.1 Gostota hemocitov in diferencialna gostota hemocitov ter viabilnost 
 
Ključni doprinos protokola za določanje celičnih parametrov v hemolimfi P. scaber je 
uporaba DIC mikroskopske tehnike ter meritev vseh treh celičnih parametrov (THC, DHC 
in viabilnost hemocitov) na istem vzorcu hemolimfe. Prednost DIC mikroskopske tehnike je 
hitro in enostavno opazovanje nebarvanih hemocitov v sveže odvzeti hemolimfi P. scaber. 
Hkrati pa lahko hemocite enostavno ločimo na različne celične tipe glede na velikost celic, 
celičnega jedra in prisotnosti oziroma odsotnosti ter gostoto citoplazemskih granul 
(Bauchau, 1981) ter jih tudi preštejemo. S tem razlogom smo DIC tehniko uporabili kot 
orodje za določitev THC, viabilnosti hemocitov in še posebno DHC, v hemolimfi P. scaber. 
Na podoben način in z enakim razlogom je bila DIC tehnika uporabljena že v drugih študijah 
(Li in Shields, 2007; Meng in sod., 2018), medtem ko so nekateri raziskovalci uporabili 
fazno kontrastno mikroskopijo za določitev THC in DHC (Le Moullac in sod., 1998; 
Thayappan in sod., 2017). V prihodnosti bi bilo za oceno izbranih celičnih parametrov 
smotrno uporabiti pretočni citometer z namenom avtomatizacije štetja in odprave morebitnih 
napak zaradi subjektivne ocene, tako kot je bilo to narejeno že pri drugih vrstah rakov (Jia 
in sod., 2017; Koiwai in sod., 2017; Zhou in sod., 2018).  
 
5.2.1.1 Gostota hemocitov in diferencialna gostota hemocitov ter viabilnost hemocitov v 
hemolimfi okuženih osebkov P. scaber  
 
Gostota prostih hemocitov v hemolimfi močno variira v odvisnosti od fiziološkega statusa 
organizma (Alikhan in Naich, 1987; Pascual in sod., 2004; Söderhäll. 2016), vendar pa je 
THC klub vsemu dovolj zanesljiv pokazatelj spremembe imunskega profila v primeru 
naravne okužbe (Cain, 2001; Havanapan in sod., 2016; Zhou in sod., 2018), spremenjenih 
abiotskih dejavnikov (Matozzo in sod., 2011; Qyli in sod., 2020) kot tudi prisotnosti 
onesnažil v okolju (Ray in sod., 2013).  
 
Tako THC kot tudi viabilnost hemocitov sta bila zmanjšana v primeru obeh simptomatskih 
okužb, vendar pa so bile spremembe še najočitnejše na primeru iridovirusne IIV-31 okužbe. 
Glavna tarča iridovirusa IIV-31 so namreč celice P. scaber, med drugim tudi hemociti, 
znotraj katerih se virus razmnožuje, s tem pa povzroči njihov propad (Cole in Morris, 1980; 
Hess in Poinar, 1985). O podobnem zmanjšanju THC in viabilnosti hemocitov v primeru 
virusne kot tudi bakterijske okužbe pri rakih poročajo tudi drugi avtorji (Havanapan in sod., 
2016; Khanobdee in sod., 2002; Lv in sod., 2014; Zhou in sod., 2018). Kot glavni razlog za 
upad THC in viabilnosti navajajo (i) razširitev okužbe na hematopoetsko tkivo, kjer poteka 
proliferacija in diferenciacija hemocitov, (ii) migracijo hemocitov na mesto okužbe, (iii) 
agregacijo in (iv) lizo hemocitov.  
 
Semigranulociti so najpogostejši tip hemocitov v hemolimfi P. scaber, medtem ko 
granulociti in hialinociti predstavljajo manjši delež vseh hemocitov. Podobno je tudi pri 
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navadnem pasavčku Armadillidium vulgare (Chevalier in sod., 2011) in nekaterih drugih 
vrstah rakov (Zhou in sod., 2018; Thayappan in sod., 2017). Za razliko od asimptomatskih 
P. scaber pa smo v primeru simptomatske bakterijske in virusne okužbe opazili očitne 
razlike v zastopanosti različnih tipov hemocitov. V primeru simptomatske bakterijske 
okužbe smo opazili drastičen upad deleža SGC. Znano je namreč, da SGC migrirajo na 
mesto okužbe (Lv in sod., 2014; Smith in Söderhäll, 1983) in tvorijo melanizirane nodule v 
primeru okužbe z R. porcellionis (Kostanjšek in Pirc Marolt, 2015). Podobno je delež SGC 
upadel tudi v primeru Vibrio alginolyticus okužbe blatne rakovice Scylla paramamosain 
(Zhou in sod., 2018) in Bacillus subtilis okužbe rakov Eriocheir sinensis (Lv in sod., 2014). 
Zanimivo pa je delež tako GC kot HC zgolj rahlo narasel v primerjavi s kontrolo, kar je v 
nasprotju z našimi pričakovanju. Glavna funkcija HC je namreč fagocitoza, ki se poveča v 
primeru bakterijske okužbe (Chevalier in sod., 2011; Jia in sod., 2017), medtem ko so GC 
odgovorni za sintezo ključnih humoralnih molekul, med drugim komponent proPO sistema 
in AMP, katerih koncentracija se v primeru bakterijske okužbe poveča (Herbiniѐre in sod., 
2005; Tassanakajon in sod., 2018). Hkrati bi razlog za porast deleža GC in HC lahko iskali 
v obnovitvi števila celic po dolgotrajni okužbi, kar podpirajo rezultati v primeru B. subtilis 
okužbe rakov Eriocheir sinensis (Lv in sod., 2014).  
 
V nasprotju z bakterijsko okužbo pa smo v primeru simptomatske iridovirusne IIV-31 
okužbe P. scaber opazili upad deleža HC in GC, kar je v skladu z ugotovitvami Havanapan 
in sod. (2016), ki prav tako poročajo o upadu GC in HC v primeru okužbe z virusom YHV 
pri Penaeus monodon. Slednje je povezano z dejstvom, da so GC pri P. monodon tarčno 
mesto replikacije omenjenega virusa (Wang in sod., 2002). Nasprotno pa je delež SGC v 
primeru virusne okužbe porasel v primerjavi s kontrolo. 
  
5.2.2 Fenol oksidazi podobna aktivnost 
 
Fenol oksidazno aktivnost v hemolimfi rakov enakonožcev (Jaenicke in sod., 2009; Pless in 
sod., 2003) kot tudi nekaterih drugih skupin nevretenčarjev (Fan in sod., 2009; Pan in sod., 
2019;) ima poleg običajne plazemske PO tudi konformacijsko spremenjena molekula 
hemocianina. Zaradi tega smo v nalogi po vzoru drugih raziskovalcev (Luna-Acosta in sod., 
2010; Pan in sod., 2019) aktivnost izrazili kot PO podobna, saj ne moremo določiti, ali gre 
za aktivnost hemocianina ali plazemske PO. 
     
V nalogi smo metodo za merjenje PO podobne aktivnosti v hemolimfi P. scaber (Jaenicke 
in sod., 2009) dodatno optimizirali in priredili za manjše delovne volumne. Ugotovili smo 
koncentracijsko odvisnost PO podobne aktivnosti od dopamina in SDS, podobno kot Baird 
in sod. (2007) ter Pless in sod. (2003). V primeru, ko SDS nismo dodali hemolimfi, smo 
opazili sorazmerno nizko PO podobno aktivnost, ki bi jo lahko pripisali izključno plazemski 
PO. Ko pa smo v reakcijo dodali SDS, smo opazili znatno povečano PO podobno aktivnost. 
Znana je namreč rutinska uporaba SDS za in vitro meritve PO aktivnosti (Pless in sod., 
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2003). SDS namreč deluje kot standardni aktivator, ki povzroči konformacijsko spremembo 
hemocianina, s tem pa pridobi PO podobno aktivnost (Baird in sod., 2007). Kot optimalno 
koncentracijo reagentov v reakcijski mešanici smo izbrali 8 mM dopamin, kar je sicer 
nekoliko višja koncentracija kot pri Jaenicke in sod. (2009), medtem ko so podobno visoke 
koncentracije uporabili recimo Fan in sod. (2009). Po drugi strani pa smo največjo aktivnost 
dobili, če smo uporabili 2 mM SDS, podobno kot Jaenicke in sod. (2009) ter tudi Baird in 
sod. (2007).  
5.2.2.1 Fenol oksidazi podobna aktivnost v hemolimfi okuženih osebkov P. scaber 
 
Medtem ko PO podobna aktivnost v primeru simptomatske bakterijske okužbe skoraj ni bila 
spremenjena v primerjavi s kontrolo, pa je bila v primeru iridovirusne IIV-31 okužbe 
značilno zmanjšana. Slednje bi lahko pripisali zmanjšanju THC, predvsem GC kot tudi SGC, 
ki sta glavni mesti sinteze komponent proPO sistema (Havanapan in sod., 2016; Liu in sod., 
2007). Lavine in Strand (2002) sta namreč izpostavila tesno povezanost in regulacijo 
humoralnega odziva nevretenčarjev s prostimi hemociti v hemolimfi. Mnogo avtorjev 
poroča o zmanjšanem izražanju proPO genov v hemocitih kot tudi zmanjšani aktivnosti PO 
v primeru virusne okužbe (Ai in sod., 2008; Liu in sod., 2011; Mathew in sod., 2007; 
Sutthangkul in sod., 2015). Sutthangkul in sod. (2015) predpostavljajo, da je zmanjšana PO 
aktivnost strategija mikroorganizmov, ki z lastnimi inhibitorji (proteazami) zavrejo proces 
pretvorbe neaktivne proPO v aktiven encim PO v hemolimfi gostitelja. 
  
Nasprotno smo pričakovali zvišano PO podobno aktivnost v primeru simptomatske 
bakterijske okužbe P. scaber. Aktivnost plazemske PO in hemocianina je namreč sprožena 
s prisotnostjo M/PAMPS oziroma z mehansko poškodbo tkiv (Cerenius in Söderhäll, 2004). 
Slednje je bilo dokazano v primeru akutne bakterijske okužbe (Gopalakrishnan in sod., 2011; 
Pan in sod., 2019; Qin in sod., 2019), medtem ko se je aktivnost sčasoma postopoma znižala 
in ustalila v mejah normale (Pan in sod., 2019). Te ugotovitve bi lahko razložile pomanjkanje 
aktivnosti v primeru R. porcellionis okužbe P. scaber v simptomatski fazi, ni pa izključeno, 
da je bila ta aktivnost spremenjena v predhodnih fazah okužbe.  
  
5.2.3 Koncentracija dušikovega oksida  
 
Za uspešno detekcijo NO v hemolimfi P. scaber smo uporabili dokaj velik volumen 
hemolimfe (10 µL), vendar še vedno manjši kot Mayall in sod. (2021). Za razliko od 
Gopalakrishnan in sod. (2011) smo absorbanco reakcije merili pri 543 nm, saj je bil to vrh 
absorpcijske krivulje. Ker pa smo hkrati želeli iz reakcijske mešanice narediti vsaj tri 
tehnične ponovitve, smo zato namesto mikrotiterskih plošč s 96 vdolbinami uporabili plošče 
s 384 vdolbinami. Ugotovili smo tudi, da je za uspešno reakcijo ključnega pomena skrbna 
priprava svežih reagentov tik pred meritvijo, ki pa jih je treba do uporabe hraniti na ledu.  
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5.2.3.1 Koncentracija dušikovega oksida v hemolimfi simptomatskih P. scaber    
 
Nivo NO v hemolimfi P. scaber s simptomatsko bakterijsko okužbo je bil močno povečan v 
primerjavi s kontrolo. NO je v organizmu sicer prisoten v normalnih razmerah kot 
sekundarni sporočevalec, v primeru mikrobne okužbe pa se sinteza NO, ki poteka v 
hemocitih, poveča (Rodríguez-Ramos in sod., 2010). Hkrati pa lahko NO nastaja tudi kot 
stranski produkt melanizacijske kaskade (Cerenius in Söderhäll, 2004), vendar tega v našem 
primeru verjetno ne moremo pripisati skoraj nespremenjeni PO podobni aktivnosti v primeru 
bakterijske okužbe. Ker NO v hemolimfi promovira adhezijo bakterij na hemocite (Yeh in 
sod., 2006) ter fagocitozo (Raman in sod., 2008), udeležen pa je pri razgradnji in 
odstranjevanju fagocitiranih delcev v hemocitih, bi lahko nakazoval povečano fagocitotsko 
aktivnost, vendar pa te nismo merili. 
  
Nasprotno pa je bila koncentracija NO pri okuženih P. scaber z iridovirusom IIV-31 sicer 
značilno povečana, vendar ne tako izrazito kot pri okužbi z R. porcellionis. To bi podobno 
kot v primeru zmanjšane PO podobne aktivnosti lahko razlagali z drastičnim zmanjšanjem 
gostote hemocitov, odgovornih za sintezo humoralnih molekul, med drugim NO. Pretekle 
raziskave so pokazale povečano aktivnost encima, ki sintetizira NO (tj. NOS) v primeru 
virusne okužbe pri rakih (Fu in sod., 2010; Jiang in sod., 2006). Slednje ugotovitve posredno 
podpirajo rezultate o povečani koncentraciji NO v hemolimfi P. scaber, okuženih z 
iridovirusom IIV-31.   
 
5.2.4 Aktivnost superoksid dismutaze 
 
Protokol za meritev aktivnosti SOD je povzet po Gopalakrishnan in sod. (2011), vendar pa 
smo v naši raziskavi uporabili manjši in bolj razredčen volumen hemolimfe, ki pa je kljub 
temu zadoščal za meritev SOD. Za razliko od raziskav, v katerih so za izračun aktivnosti kot 
standard uporabili raztopino encima SOD poznane koncentracije (Chang in sod., 2012), smo 
mi za kontrolo uporabili deionizirano vodo, pri kateri ni prišlo do inhibicije redukcije barvila. 
Sprememba absorbance v vzorcu z dodano deionizirano vodo je bila značilno večja – meritev 
je bila ponovljiva, medtem ko je bila sprememba absorbance v vzorcih hemolimfe na račun 
aktivnosti SOD značilno nižja. Ugotovili smo, da reakcija ni potekala, če smo kemikalije 
raztapljali v 100 mM KP pufru (pH 7) ali če nismo dodali reagenta EDTA. 
  
5.2.4.1 Aktivnost superoksid dismutaze v hemolimfi simptomatskih P. scaber 
 
Aktivnost SOD je bila močno povečana v primeru simptomatske bakterijske okužbe P. 
scaber. Ključna naloga encima SOD je namreč odstranjevanje reaktivnih kisikovih in 
dušikovih zvrsti in promoviranje fagocitoze (Chung in sod., 2012), s čimer je funkcija SOD 
močno povezana s prirojenim imunskim sistemom. Campa-Còrdova in sod. (2002) 
predlagajo vlogo SOD kot indikatorja imunskega odziva in v modulaciji imunskih funkcij 
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pri raku Litopenaeus vannamei. Gopalakrishnan in sod. (2011) opisujejo povečano sintezo 
NO in ROS v rakovici Scylla paramamosain po injiciranju lipopolisaharidov in predlagajo 
pozitivno korelacijo med vsebnostjo reaktivnih spojin (NO in ROS) ter encimov SOD in 
CAT. Na podlagi slednje ugotovitve bi lahko domnevali o povečani aktivnosti SOD v 
primeru bakterijske okužbe P. scaber v povezavi z močno povečano koncentracijo NO. 
Podobno tudi drugi avtorji poročajo o povečani aktivnosti SOD oziroma izražanju SOD-
kodirajočih genov pri rakih po stimulaciji s patogeni ali komponentami mikrobnih celic 
(Kankamol in Salaenoi, 2018; Lin in sod., 2008; Meng in sod., 2013). 
 
5.2.5 Aktivnost katalaze 
 
Metodo za meritev aktivnosti CAT v hemolimfi asimptomatskih P. scaber smo povzeli po 
Jemec in sod. (2008), pri čemer smo aktivnosti CAT preverili preko (i) merjenja upada 
absorbance zaradi katalitične razgradnje H2O2, (ii) z dodatkom natrijevega azida (NaN3), ki 
je specifično inhibiral aktivnost CAT (Livingstone in sod., 1992; Viarengo in sod., 1995), 
ter (iii) dodatkom KP pufra namesto hemolimfe (negativna kontrola), kjer ni prišlo do upada 
absorbance podobno kot v primeru NaN3.  
 
5.2.5.1 Aktivnost CAT v hemolimfi simptomatskih P. scaber 
Vloga katalaze v povezavi s prirojeno imunostjo pri nevretenčarjih je bila opisana v različnih 
raziskavah (Ji in sod., 2009; Zhang Q. in sod., 2008; Zhang Y. in sod., 2011), pri čemer je 
bila nedavno na primeru mušice iz rodu Drosophila dokazana konkretna vloga zunajcelične 
CAT pri ohranjanju obrambe gostitelja v primeru interakcije z mikroorganizmi v črevesju 
mušice (Ha in sod., 2005). Podobno kot SOD tudi CAT sodeluje pri odstranjevanju 
reaktivnih kisikovih in dušikovih zvrsti, ki nastajajo v procesu fagocitoze (Adema in sod., 
1991; Raman in sod,. 2008).   
 
Tako smo v primeru simptomatske bakterijske okužbe P. scaber opazili mejno značilno 
povečanje aktivnosti CAT, kar bi sicer lahko pojasnili na enak način kot porast aktivnosti 
SOD v povezavi s kopičenjem ROS in RNS (Gopalakrsihnan in sod., 2011). Vendar pa kljub 
vsemu vsebnosti ROS v hemolimfi bakterijsko okuženih P. scaber nismo merili, zato lahko 
o povezavi zgolj domnevamo. Medtem pa so Ji in sod. (2009) opazili porast v izražanju 
CAT-kodirajočih genov v hemocitih Litopenaeus vannameiže v nekaj urah po stimulaciji z 
injiciranjem M/PAMPS. Aktivnosti CAT v hemolimfi virusno okuženih P. scaber zaradi 
pomanjkanja okuženih živali nismo merili. 
 
5.2.6 Aktivnost alfa-2 makroglobulina 
 
Encim alfa-2 makroglobulin je serinski proteazni inhibitor, ki je prisoten pri rakih in vpleten 
v številne imunske procese, med drugim tudi v regulacijo proPO sistema (Ning in sod., 2019; 
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Ponprateep in sod., 2017). Aktivnost A2M smo merili posredno preko detekcije aktivnosti 
tripsina (razgradnje substrata BAPNA). Encimsko aktivnost slednjega smo zaznali v 
hemolimfi asimptomatskih P. scaber ob prisotnosti substrata in inhibitorja tripsina, medtem 
ko v primeru pozitivne kontrole (tripsin, substrat, pufer DPBS) aktivnosti nismo zaznali. 
Domnevamo, da je inhibitor tripsina v pozitivni kontroli inhibiral molekulo tripsina, medtem 
ko je A2M v hemolimfi P. scaber ustvaril sterično oviro in s tem preprečil stik tarčnega 
proteina (tripsina) in inhibitorja tripsina. Predvideva se, da encim A2M oblikuje t. i. 
»molekularno kletko«, v katero »ujame« tuje ali lastne proteaze, ki jih na ta način izolira od 
tarčnih proteinov oziroma prepreči stik s substratom. Znano je, da A2M zaščiti aktivno mesto 
tripsina pred vezavo makromolekulskega inhibitorja tripsina in s tem prepreči inaktivacijo 
tripsina (Armstrong in sod., 1990; Hergenhahn in Söderhäll, 1985). Za razliko od 
makromolekule inhibitorja tripsina je substrat N-benzoil-DL-arginin-pnitroanilida 
(BAPNA) dovolj majhna molekula, da se veže na aktivno mesto tripsina, rezultat pa je 
sprememba merjene absorbance. V tej študiji smo prvič dokazali in analizirali aktivnost tega 
proteina pri P. scaber. 
 
5.2.6.1 Aktivnost alfa-2 makroglobulina v hemolimfi simptomatskih P. scaber 
 
Medtem ko v hemolimfi P. scaber s simptomatsko okužbo z iridovirusom IIV-31 aktivnosti 
A2M nismo merili, pa smo pri živalih s simptomatsko okužbo z R. porcellionis zaznali 
povečano aktivnost merjenega encima. Podobno tudi drugi avtorji poročajo o povečani 
aktivnost encima A2M oziroma izražanju A2M-kodirajočih genov pri rakih, ki so bili 
tretirani z bakterijami oziroma mikrobnimi komponentami, kot npr. PGN, LPS (Ho in sod., 
2009; Ning in sod., 2019; Vaseeharan in sod., 2007; Wang in sod., 2016). A2M se sintetizira 
v hemocitih in se z degranulacijo sprošča v plazmo hemolimfe (Armstrong in sod., 1990; 
Vaseeheran in sod., 2007), kjer pa uravnava številne imunske procese, od proPO sistema, 
fagocitoze do regulacije AMP (Ning in sod., 2019). Kljub povečani aktivnosti A2M v 
hemolimfi P. scaber z bakterijsko okužbo nismo zaznali sprememb v PO podobni aktivnosti, 
vendar pa bi povečan delež granularnih hemocitov lahko pomenil povečano proizvodnjo 
humoralnih molekul, med drugim tudi A2M, in posledično zvečano encimsko aktivnost. 
 
5.2.7 Aktivnost acetilholinesteraze 
 
Aktivnost AChE v hemolimfi asimptomatskih P. scaber smo merili po prilagojenem 
protokolu Ellman in sod. (1961), na podoben način kot Glavan in sod. (2018), ki so merili 
AChE v hemolimfi kranjske čebele. V nedavni študiji (Dolar in sod., 2021) smo z uporabo 
specifičnega AChE inhibitorja klorpirifos (Muangphra in sod., 2015) dokazali, da ta inhibira 
AChE v hemolimfi P. scaber, kar je neposreden dokaz, da resnično merimo aktivnost tega 
encima.  
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5.2.7.1 Aktivnost acetilholinesteraze v hemolimfi simptomatskih P. scaber 
 
Čeprav je bila aktivnost AChE rahlo, vendar neznačilno povečana v hemolimfi P. scaber s 
simptomatsko R. porcellionis in iridovirusno IIV-31 okužbo, na osnovi teh rezultatov težko 
govorimo o neposredni funkciji AChE v imunskem odgovoru proti patogenom. Wang in sod. 
(2019) poročajo o povečanem izražanju AChE-kodirajočih genov v hemocitih virusno 
okužene kozice Litopenaeus vannameipri. Podoben odziv so opazili tudi Shi in sod. (2012) 
pri pokrovači Chlamys farreri po stimulaciji z LPS. Vloga AChE v živčnem sistemu 
nevretenčarjev je dobro poznana, malo manj v nekaterih drugih fizioloških procesih (Fossati 
in sod., 2015; Kang in sod., 2011; Lu in sod., 2012), vendar pa zadnje raziskave kažejo na 
pomembno funkcijo tako AChE kot tudi ACh v prirojeni imunosti (Kawli in sod., 2010; Shi 
in sod., 2014; Wang in sod., 2019). Celice z več citoplazemskimi granulami domnevno 
izkazujejo esterazno aktivnost (Rebelo in sod., 2013; Wu in sod., 2019). V tem pogledu bi 
lahko rahlo povečanje deleža GC pri bakterijski okužbi P. scaber in povečanje deleža SGC 
pri iridovirusni IIV-31 okužbi pojasnili zvišano AChE aktivnost v hemolimfi. Vendar pa so 
potrebne nadaljnje raziskave, da bi dokončno potrdili vlogo te skupine encimov pri 
imunskem odzivu.  
 
Preglednica 4: Pregled rezultatov merjenih celičnih in humoralnih parametrov v hemolimfi P. scaber s 
simptomatsko okužbo z R. porcellionis in iridovirusom IIV-31 v primerjavi z asimptomatsko skupino P. 
scaber. Gostota hemocitov (THC), diferencialna gostota hemocitov (DHC), fenol oksidaza (PO), superoksid 
dismutaza (SOD), katalaza (CAT), alfa-2 makroglobulin (A2M), dušikov oksid (NO), acetilholinesteraza 
(AChE), semigranulocit (SGC), granulocit (GC), hialinocit (HC).  
 Navadni prašiček Porcellio scaber 
Parameter Bakterijska R. porcellionis okužba Iridovirusna IIV-31 okužba 
THC   







Koncentracija NO    
AChE aktivnost   
SOD aktivnost  n.a. 
CAT aktivnost  n.a. 
A2M aktivnost  n.a. 
Večje ( ), manjše ( ) ali podobne ( ) vrednosti merjenih parametrov kot pri 
asimptomatski oziroma kontrolni skupini živali. Nismo analizirali (n.a.).
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❖ V hemolimfi navadnega prašička Porcellio scaber so prisotni trije glavni celični tipi: 
veliki granulociti (GC) z visoko gostoto citoplazemskih granul, semigranulociti (SGC) 
podobne velikosti kot GC, vendar z zmerno gostoto granul v citoplazmi, ter najmanjši 
in agranularni hemociti, t. i. hialinociti (HC). 
 
❖ V hemolimfi asimptomatskih P. scaber semigranulociti predstavljajo najpogostejši tip 
hemocitov (povprečno 65 %), granulociti 17 % in hialinociti 18 % vseh hemocitov.  
 
❖ Poleg treh glavnih tipov hemocitov v hemolimfi P. scaber obstajajo tudi različni podtipi 
hemocitov, npr. s TEM smo opazili dva različna celična podtipa HC, podtip 1 HC in 
podtip 2 HC. Podtip 1 morfološko ustreza zarodnim celicam.  
 
❖ Svetlobna mikroskopija (DIC mikroskopska tehnika) se je izkazala za zelo zanesljiv in 
hiter način za določanje različnih tipov hemocitov. TEM razkriva podrobnejšo 
ultrastrukturo celic in prehodne celične oblike, medtem ko lahko s SEM ločimo zgolj 
dve populaciji celic, ki se razlikujeta po velikosti celic in prisotnosti granul.    
   
❖ Izbrane metode za merjenje celičnih in humoralnih parametrov v hemolimfi P. scaber 
smo uspešno optimizirali na primeru asimptomatskih oziroma kontrolnih živali. 
Protokoli z zelo majhnimi delovnimi volumni hemolimfe omogočajo pridobivanje 
ponovnoljivih rezultatov.    
   
❖ Merjeni parametri v hemolimfi P. scaber so zanesljivi in občutljivi biološki markerji za 
spremljanje procesov povezanih z imunostjo, saj so se vrednosti parametrov v 
hemolimfi P. scaber s simptomatsko bakterijsko okužbo z R. porcellionis in okužbo z 
iridovirusom IIV-31 značilno razlikovale od vrednosti parametrov asimptomatskih 
živali. 
 
❖ P. scaber se na bakterijsko in virusno okužbo odzove na različen način, pri čemer smo 
v primeru bakterijske okužbe P. scaber zaznali izrazitejšo modulacijo humoralnih 
parametrov, medtem ko je virusna okužba izzvala občutno spremembo celičnih 
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Imunski sistem rakov je izredno občutljiv sistem, ki ga gradijo imunske celice in molekule, 
katerih glavna funkcija je razlikovanje med lastnim in tujim ter oblikovanje ustreznega 
odgovora na potencialne grožnje, ki bi lahko ogrozile notranje ravnovesje ali pa povzročile 
poškodbe ter smrt organizma. V nalogi smo optimizirali metode za spremljanje z imunostjo 
povezanih procesov v hemolimfi kopenskih enakonožcev Porcellio scaber. Izbrane metode, 
ki so bile že opisane pri drugih modelnih nevretenčarskih organizmih, smo optimizirali na 
primeru kontrolnih oziroma asimptomatskih P. scaber, pri katerih smo tudi določili 
referenčne vrednosti merjenih parametrov v hemolimfi. Spremljali smo celične (gostota 
hemocitov in diferencialna gostota hemocitov, viabilnost hemocitov) in humoralne 
(aktivnosti encimov fenol oksidaze, superoksid dismutaze, katalaze, acetilholinesteraze, 
alfa-2 makroglobulina, ter vsebnosti dušikovih oksidov) parametre, ki so posredno ali pa 
neposredno vpleteni v delovanje prirojenega imunskega sistema rakov. Slednji parametri so 
namreč vse pogosteje uporabljeni biomarkerji v okoljskih raziskavah, pri katerih spremljamo 
odziv poskusnega organizma po in vivo izpostavitvi onesnažilu.   
 
Ker je poznavanje zgradbe in delovanja imunskega sistema ključnega pomena za 
razumevanje in interpretacijo rezultatov, pridobljenih v okoljskih raziskavah, smo s 
kombinacijo različnih mikroskopskih tehnik v hemolimfi asimptomatskih P. scaber opisali 
tri glavne tipe hemocitov (semigranulociti, granulociti in hialinociti), ki smo jih ločili po 
velikosti, razmerju med jedrom in citoplazmo ter prisotnosti ter gostoti citoplazemskih 
granul. S transmisijsko elektronsko mikroskopijo smo podrobno opisali ultrastrukturo 
hemocitov ter dodatno prepoznali dva različna podtipa celic znotraj populacije hialinocitov, 
z vrstično elektronsko mikroskopijo pa smo glede na velikost in morfologijo celic opisali 
dve različni populaciji hemocitov v hemolimfi asimptomatskih P. scaber. Diferencialno 
interferenčno kontrastno mikroskopsko tehniko smo prepoznali kot hiter in zanesljiv pristop 
za določanje relativnega deleža različnih tipov hemocitov v svežih vzorcih hemolimfe 
asimptomatskih živali, pri čemer so semigranulociti najpogostejši tip (povprečno 65 %), 
sledijo pa hialinociti (18 %) in granulociti (17 %). 
 
Uspešnost optimizacije metod za merjenje celičnih in humoralnih parametrov v hemolimfi 
P. scaber smo še dodatno preverili z ovrednotenjem vrednosti parametrov v hemolimfi živali 
z izraženimi simptomi bakterijske (Rhabdochlamydia porcellionis) in virusne okužbe 
(Iridovoirus IIV-31). Ugotovili smo, da so vrednosti merjenih parametrov v hemolimfi 
simptomatskih živali značilno spremenjene v primerjavi s kontrolnimi oziroma 
asimptomatskimi P. scaber. Navadni prašiček P. scaber se na simptomatsko bakterijsko 
oziroma virusno okužbo odzove različno, tj. aktivirajo se različni procesi prirojene imunosti. 
Zato zaključujemo, da so merjeni parametri v hemolimfi P. scaber zanesljivi in občutljivi 
biološki markerji za spremljanje procesov, povezanih z imunostjo.  
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